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1.WYKAZ SKROTOW | SYMBOLI

ACS (ang. American Cancer Society) - Amerykanskie Towarzystwo Walki z Rakiem
Argl (ang. arginase 1) — arginaza 1

ATCC (ang. American Type Culture Collection) — Amerykanska Kolekcja Hodowli
Komorkowych

BBB (ang. blood-brain barier) - bariera krew-mdzg

BSA (ang. bovine serum albumin) — surowicza albumina wotowa

CED (convection-enhanced delivery) - dostarczanie wzmocnione konwekcja

CD (ang. cluster of differentiation) — antygen r6znicowania komérkowego (tym
symbolem i odpowiednig cyfra oznaczone sa biatka powierzchniowe komorek, glownie
leukocytow)

CD45 (ang. leukocyte common antigen) — antygen panleukocytarny

COX-2 (ang. cyclooxygenase 2) — cyklooksygenaza 2

CSF (ang. colony-stimulating factor) — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
CSFR (ang. colony-stimulating factor receptor) — receptor czynnika stymulujacego
tworzenie kolonii

DAPI (ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole) — 4',6-diamidyno-2-fenyloindol

DC (ang. dendritic cell) — komorka dendrytyczna

DMEM (ang. Dulbecco’ s Modified Eagle’ s Medium) — pozywka Eagle’a w
modyfikacji Dulbecco

DMSO (ang. dimethyl sulfoxide) — dimetylosulfotlenek

EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) — receptor czynnika wzrostu naskorka
FBS (ang. fetal bovine serum) — ptodowa surowica bydleca

GAMs (ang. glioma-associated microglia/macrophages) — mikroglej/makrofagi
zwigzane z glejakiem

GBM (ang. glioblastoma multiforme) — glejak wielopostaciowy

G-CIMP (ang. glioma CpG island methylator phenotype) - fenotyp glejaka o
zwiekszonej metylacji wysp CpG

GFP (ang. green fluorescent protein) — biatko zielonej fluorescencji

GM-CSF (ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) — czynnik
stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagow

GM-CSFR (ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor receptor) —
receptor czynnika stymulujacego tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow
Ibal (ang. ionized calcium binding adaptor molecule 1) — czgsteczka adaptorowa
wigzgca jony wapnia

IDH (ang. isocytrate dehydrogenase) - dehydrogenaza izocytrynianowa

IFN (ang. interferon) - interferon

IL (ang. interleukin) - interleukina

IL R (ang. interleukin receptor) - receptor interleukiny

INOS (ang. inducible nitric oxide synthase) — indukowalna syntaza tlenku azotu
Limfocyt Th (ang. helper) — limfocyt T pomocniczy

LPS (ang. lipopolysaccharide) - lipopolisacharyd

MDSC (ang. myeloid derived supressor cells) — mieloidalne komorki supresorowe
MGMT - (ang. methyl-guanine methyltransferase) - metylotransferaza metyloguaniny
MMP (ang. matrix metalloproteinase) — metaloproteinaza macierzy
zewnatrzkomorkowej

OUN (ang. central nervous system) - osrodkowy uktad nerwowy

PEG (ang. polyethylene glycol) glikol polietylenowy
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PBMC (ang. peripheral blood mononuclear cell) — jednojadrzaste komorki krwi
obwodowej

PBS (ang. phosphate buffered saline) — buforowany roztwér soli fizjologicznej

PDGF (ang. platelet-derived growth factor) — ptytkopochodny czynnik wzrostu

PFA (ang. paraformaldehyde) — paraformaldehyd

SDS (ang. sodium dodecyl sulfate) — dodecylosiarczan sodu

SPP1 (ang. secreted phosphoprotein 1) — wydzielane ufosforylowane biatko 1
(osteopontyna)

STAT (ang. signal transducers and activators of transcription) —przekazniki sygnatu i
aktywatory transkrypcji

TME (ang. tumor microenvironment) - mikrosrodowisko nowotworu

TLR2 (ang. toll-like receptor) — receptor toll-podobny 2

Wyspy CpG - regiony w genomie o podwyzszonej zawartosci dinukleotydow 5’—-CpG—
3’ w stosunku do przecigtnej dla calego genomu

VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) —czynnik wzrostu srédbtonka naczyn
VEGFR (ang. vascular endothelial growth factor receptor) — receptor czynnika
wzrostu $§rodbtonka naczyn

WHO (ang. World Health Organization) — Swiatowa Organizacja Zdrowia



2. STRESZCZENIE

Glejak ztosliwy z prawidtowym genem IDH1/2 (glioblastoma, GBM, IDH1/2 wt)
jest najczestszym i najbardziej agresywnym nowotworem moézgu U dorostych, w
przypadku ktorego obecne terapie nie sg skuteczne, a wigkszo$¢ guzéw nawraca w ciggu
kilku miesiecy. Rozw0j nowotworu wigze si¢ z ostabieniem obrony
przeciwnowotworowej gospodarza. Celem immunoterapii jest przywrocenie tej
odpowiedzi, a inhibitory immunologicznych punktow kontrolnych, np. przeciwciata
przeciw czasteczce PD-1 (anty-PD-1), oferuja mozliwos¢ catkowitego wyeliminowania
nowotworu. Jednak pacjenci z GBM stabo reaguja na immunoterapie, poniewaz guzy
charakteryzuja si¢ stabym naciekiem funkcjonalnych limfocytéw T i komoérek NK.
Gromadzace si¢ w GBM komorki mieloidalne (rezydentny mikroglej i makrofagi
obwodowe, glioma associated myeloid cells - GAMS) ulegaja przeprogramowaniu i
wspomagajag nowotwor oraz dzialaja immunosupresyjnie w mikrosrodowisku guza.
Jednym z czynnikow odpowiedzialnych za te procesy jest wydzielane przez glejaka
biatko SPP1 (secreted phosphoproteinl). Celem mojej pracy byto opracowanie nowych
strategii reaktywacji przeciwnowotworowej odpowiedzi w ztosliwym glejaku i
uwrazliwienie guza na dziatanie przeciwcial anty-PD-1. Strategie te zakladaja
przeprogramowanie fenotypu komoérek GAM. Wykorzystujac syngeniczny model
glejaka u myszy, zastosowatam dwa podejscia terapeutyczne: i) blokowanie aktywnosSci
arginazy 1 (Argl) za pomocg OAT-1746 — nowego, selektywnego i
matoczasteczekowego inhibitora enzymu, oraz ii) zablokowanie dziatania Sppl za
pomoca krotkiego peptydu blokujacego odddziatywanie SPP1-integryny. Aktywacja
Argl w GAMs prowadzi do wyczerpania L-argininy, niezbednej przy intensywnej
proliferacji komérek T i NK, podczas gdy aktywacja receptoréw integrynowych przez
Sppl uczestniczy w indukcji pronowotworowego fenotypu GAMs. Wplyw
immunomodulatorow na wzrost glejaka GL261 in vivo oceniano za pomocg rezonansu
magnetycznego lub  platformy do obrazowania przyzyciowego  Xtreme.
Scharakteryzowano mikrosrodowisko glejaka po podaniu immunomodulatorow
wykorzystujac wieloparametryczng analiz¢ cytometrii przeptywowej oraz profilowanie
transkryptomiczne (RNAseq) izolowanych komoérek CD11b*. Oceniono skuteczno$é

przeciwnowotworowg immunomodulatoréw podanych samodzielnie oraz w polaczeniu z
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blokadg PD-1. Doustne podawanie OAT-1746 nie mialo wptywu na sktad komdrek
uktadu odporno$ciowego w mikrosrodowisku glejaka, jednak indukowalo zmiany
transkryptomiczne w komérkach CD11b* z m6zgéw myszy otrzymujacych ten inhibitor.
Podawanie OAT-1746 z przeciwcialem anty-PD-1 doprowadzito do spowolnienia
wzrostu nowotworu. Podawany doguzowo peptyd RGD skutecznie blokowat
przeprogramowanie GAMSs w kierunku fenotypu wspierajacego glejaka, ale nie wptywat
na wielko$¢ guza. Zastosowanie peptydu RGD w potaczeniu z przeciwcialem anty-PD-1
zmienialo sktad i funkcjonalno$¢ komorek uktadu odpornosciowego, wzmacniato
odpowiedzi prozapalne, co doprowadzito do zmniejszenia wielkos$ci guza. Wyniki badan
wskazuja, ze testowane immunomodulatory zmieniaja mikrosrodowisko glejaka,
umozliwiaja napltyw efektorowych limfocytow i wspomagaja dziatanie immunoterapii z

inhibitorem immunologicznych punktéw kontrolnych.
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3. ABSTRAKT

Malignant glioma with a wild-type IDH1/2 (glioblastoma, GBM, wt-IDH1/2) is
the most common and aggressive brain tumor in adults. Current therapies for GBM are
not effective and most tumors recur within months. The development of tumor is
associated with deficits of the host's antitumor defense. The goal of immunotherapy is to
restore the anti-tumor immune response, and immune checkpoint inhibitors offer the
potential to completely eradicate cancer. However, GBM patients respond poorly to
immunotherapies because the tumors are characterized by meager infiltration of
functional T lymphocytes and NK cells. Myeloid cells accumulating in the GBM
(including resident microglia and peripheral macrophages, collectively known as glioma
associated myeloid cells - GAMSs) are reprogrammed to support the tumor and exert an
immunosuppressive effect in the tumor microenvironment. One of the factors responsible
for these processes is the SPP1 (secreted phosphoprotein 1) protein secreted by glioma.
The aim of this study was to develop new strategies to reactivate the anti-tumor response
in malignant gliomas and to sensitize the tumor to the action of anti-PD-1 antibodies.
These strategies involve reprogramming the phenotype of GAMs.

Using a syngeneic model of glioma in mice, two therapeutic approaches were
employed: i) blocking the activity of arginase 1 (Argl) using OAT-1746 - a new, potent
and selective, small-molecule inhibitor of the enzyme, and ii) preventing the action of
Sppl using a short peptide that blocks the Sppl-integrin interaction. Activation of Argl
in GAMs leads to depletion of L-arginine, a nutrient required for T and NK cell
proliferation, while activation of integrin receptors by Sppl contributes to the induction
of the pro-tumor phenotype of GAMs. The effects of immunomodulators on GL261
glioma growth in vivo were assessed using magnetic resonance imaging or the Xtreme
intravital imaging. The glioma microenvironment following immunomodulator
administration was characterized using multiparametric flow cytometry analysis and
transcriptomic profiling (RNAseq) of isolated CD11b* cells. The antitumor efficacy of
immunomodulators administered alone or in combination with PD-1 blockade was
assessed. Oral administration of OAT-1746 had no effect on the immune cell composition
in the glioma microenvironment, but induced transcriptomic changes in CD11b" cells
immunosorted from the brains of inhibitor-treated mice. Administration of OAT-1746

with anti-PD-1 antibody reduced tumor growth. Intratumorally delivered RGD peptide
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effectively blocked the reprogramming of GAMs towards a glioma-supporting
phenotype, but did not affect tumor size. The use of the RGD peptide in combination with
the anti-PD-1 antibody changed the composition and functionality of immune cells and
enhanced pro-inflammatory responses, which led to a reduction in tumor size. The
presented results indicate that the tested immunomodulators change the glioma
microenvironment, enable the influx of effector lymphocytes and support the action of

immune checkpoint inhibitor immunotherapy.
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4. WSTEP

4.1. Glejaki — Epidemiologia i klasyfikacja glejakow

Glejaki ztosliwe to najczesciej wystepujgce pierwotne nowotwory osrodkowego
uktadu nerwowego (OUN) (Alcantara i wsp., 2016). Swiatowa Organizacja Zdrowia
(WHO) Kklasyfikuje glejaki wedtug czterech stopni ztosliwosci, przy czym stopien 1 (G1)
wg WHO opisuje nowotwory tagodne, a stopien 4 (G4) guzy najbardziej agresywne.
Glejaki rozwijaja si¢ poprzez akumulacj¢ mutacji w neuronalnych komorkach
macierzystych lub glejowych komdrkach progenitorowych. Glejaki stanowia 2%
wszystkich przypadkéw nowotwordéw u cztowieka i 75% pierwotnych guzéw moézgu u
dorostych (Ostrom i wsp., 2020). W Polsce rocznie odnotowuje si¢ okoto 1300 nowych
przypadkéw glejakow, z czego 600 stanowia glejaki o wysokim stopniu ztosliwosci, w
tym najczestszy 1 szczeg6lnie agresywny glejak ztosliwy G4 z prawidlowym genem
IDH1/2 (ang. glioblastoma, GBM) (na podstawie danych Narodowego Funduszu
Zdrowia). Glejaki ztosliwe (ang. high grade gliomas) charakteryzuja si¢ rozlanym
wzrostem i silnie infiltrujg parenchyme mézgu, co utrudnia resekcje chirurgiczng guza,
prowadzac W krétkim czasie do wznowy. Glejaki o niskim stopniu ztosliwosci (ang. low
grade gliomas, LGG) wykrywa si¢ zazwyczaj u mtodych dorostych osob, z mediang czasu
przezycia wynoszacg 7 lat (Claus i wsp., 2015), podczas gdy czas przezycia pacjenta z
GBM wynosi okoto 14 miesiecy (Grossman i wsp., 2010).

W odpowiedzi na rosnacg ilo§¢ danych dotyczacych réznorodnosci molekularnej
glejakdw w 2021 roku WHO przedstawita nowy system klasyfikacji tych nowotworow.
System ten uwzglednia zaréwno morfologie guzéw, jak 1 ich molekularng
charakterystyke. Dwie najistotniejsze cechy molekularne uwzglgdnione w systemie to:
mutacja w genach dehydrogenazy izocytrynianowej (ang. isocytrate dehydrogenase,
IDH1/2) oraz kodelecja krotkiego ramienia chromosomu 1 (tj. 1p) oraz dtugiego ramienia
chromosomu 19 (tj. 199). Mutacja IDH jest zwigzana ze zwigkszong metylacja histonow
oraz hipermetylacjg wysp CpG (regiony genomu bogate w nukleotydy cytozynowe i
guanidynowe nastepujace bezposrednio po sobie); ceche t¢ okresla si¢ jako fenotyp
glejaka o zwigkszonej metylacji wysp CpG (g-CIMP, ang. glioma CpG island methylator
phenotype)). Obecny system WHO rozréznia 3 typy glejakow rozlanych u dorostych
(ang. adult-type diffuse glioma;): glejak zto§liwy z prawidtowym IDH (glioblastoma
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IDH-wild type), gwiazdziak z mutacjg IDH (astrocytoma IDH-mutant), skapodrzewiak z
mutacjag IDH i kodelecja 1p/19q (oligodendroglioma, IDH-mutant, and 1p/19g-
codeleted). Glejaki z mutacjg IDH uwazane sg za “nowotwory wtorne” wywodzace si¢
ze zmian mniej zto$liwych i odznaczajg si¢ lepsza prognoza dla pacjenta. Glejaki bez
mutacji IDH sg z reguly bardziej agresywne. Kodelecja 1p19q jest zwykle zwigzana z
wicksza wrazliwo$cia nowotworu na radio i chemioterapi¢. Dodatkowag cechg
molekularng glejakéw czgsto uwzgledniang w procesie wyboru terapii jest aktywnos$¢
genu MGMT (kodujacego metylotransfraze metyloguaniny), enzymu naprawiajgcego
DNA, ktory jest bezposrednio zwigzany z wrazliwo$cig na chemioterapi¢ lekami
alkilujacymi DNA. Metylacja promotora MGMT powoduje wyciszenie ekspresji tego
genu w glejakach, co warunkuje lepszg odpowiedz na chemioterapie temozolomidem

oraz Wyzsza przezywalnos¢ pacjentow (Bagley i wsp., 2022; Van Solinge i wsp., 2022).
4.2. Strategie terapeutyczne w leczeniu glejakow zlosliwych

Glejak ztosliwy wciaz stanowi wyzwanie dla wspotczesnej medycyny z uwagi na
brak skutecznych metod leczenia (Tran i wsp., 2010; Wang i wsp., 2019). Standardowa
terapia, tzw. protokot Stuppa, obejmuje maksymalng dopuszczalng resekceje, radioterapie
i chemioterapi¢ z temodalem (temozolomide, TMZ) (Stupp i wsp., 2005). Zaleznie od
charakterystyki histopatologicznej i molekularnej danego nowotworu, a takze stanu
zdrowia pacjenta pooperacyjnie dobierana jest odpowiednio radio lub/i chemioterapia.
Poza wtasciwg terapig przeciwnowotworowg stosuje si¢ takze leczenie wspomagajace
majace na celu gtownie ograniczenie obrzgku mozgu (sterydowe leki przeciwzapalne)
oraz atakdéw padaczkowych (leki przeciwdrgawkowe).

Wiele czynnikdéw przyczynia si¢ do niepowodzenia zarowno konwencjonalnych,
jak 1 nowatorskich terapii w leczeniu glejakow. Lokalizacja nowotworu w waznych
funkcjonalnie obszarach mézgu, ograniczajaca dostep chirurgiczny, stanowi jeden z nich.
Ponadto rozlany charakter guza i jego specyficzna struktura morfologiczna stanowia
dodatkowe utrudnienia w rozroznieniu patologicznych i zdrowych tkanek w trakcie
resekcji. Obecnos¢ bariery krew-mdzg (ang. blood-brain barier, BBB) ogranicza dostep
wigkszosci chemioterapeutykOw, zawezajac znacznie wybdr lekow, a heterogennosé
molekularna 1 mechanizmy opornosci na leczenie blokuja skuteczng eliminacje
nowotworu (Noorani i wsp. 2023). Warto przy tym doda¢, ze BBB utrudnia rowniez

kontakt z uktadem odpornosciowym i ekspozycje na potencjalne nowe antygeny z
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komorek nowotworowych. Ponadto, BBB nie jest jednorodng strukturg we wszystkich
obszarach zdrowego moézgu, a w przypadku glejakow moze by¢ jeszcze bardziej
zroznicowana 1 podlega¢ modyfikacjom w zalezno$ci od podtypu guza. W przypadku
rozlanych glejakéw ztosliwych, pomimo obecnych obszarbw BBB o zwickszonej
przepuszczalnosci (zwykle w centrum guza), problem stanowig obszary, gdzie nowotwor
penetruje zdrowa tkanke mozgu (tam BBB pozostaje nieprzepuszczalna). Z tego powodu
srodki terapeutyczne nie osiggaja miejsca docelowego dziatania na obrzezach guza
(Noorani i wsp., 2023).

Obserwowany w ostatnich latach znaczny postep W rozwoju technik
chirurgicznych, radiologicznych, jak i metod biologii molekularnej, w tym
wielkoskalowych technik pozwalajacych na oceng wtasciwosci pojedynczych komorek,
a takze coraz lepsze zrozumienie oddziatywan migdzy komoérkami guza, przyczynity si¢
do opracowania szeregu nowatorskich strategii w leczeniu ztosliwych nowotworow
moézgu, starajacych si¢ oming¢ dotychczasowe wyzwania terapeutyczne (Jain 2018).
Nalezg do nich: celowana chemioterapia (ang. targeted chemotherapy), metody
utatwiajace obejscie BBB i celujagce w obrzeza nowotworu, innowacyjna radioterapia,
chirurgiczne techniki lokalnej destrukcji guza, immunoterapia oraz terapia genowa
i komdrkowa (Van Solinge i wsp., 2022). Szczeg6lnie duze nadzieje wiaze si¢ Zz
zastosowaniem réznych rodzajow immunoterapii (szczegotowo opisanych w punkcie
4.4.1.), ktore z powodzeniem wykorzystuje si¢ w leczeniu innych typdw nowotwordw.
Jak dotad zawodzg one niestety w przypadku glejakow ztosliwych (Rocha i wsp., 2023).
Glejaki to nowotwory o stosunkowo niskiej liczbie mutacji ocenianej wskaznikiem TMB
(ang. tumor mutational burden) i przez to ograniczonej liczbie nowych antygendw, ktore
pozwalatyby na wywotanie lub przywrocenie odpowiedzi odpornosciowej. Ponadto
istotng przeszkoda dla dziatania immunoterapii jest mikrosrodowisko nowotworu (ang.
tumor microenvironment, TME), czyli ztozony ekosystem komorek i sktadnikow
macierzy zewnatrzkomorkowej, w ktorym funkcjonuja mechanizmy wspierajace wzrost
nowotworu oraz blokujace rozpoznanie i aktywng eliminacj¢ komorek nowotworowych

przez uktad odpornosciowy.
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4.3. Immunosupresyjne mikrosrodowisko glejakéw

Oddziatywania migdzy mikrosrodowiskiem a komdrkami nowotworowymi
odgrywaja wazng rol¢ w patogenezie i rozwoju nowotworu (Sica i wsp., 2012).
Mikrosrodowisko glejaka stanowig zarowno komorki glejowe, komorki §rédbtonka i
pericyty, jak i rezydentne i obwodowe komorki uktadu odpornosciowego (Gieryng i wsp.,
2017). Komorki odpornosciowe naciekajace guz w zréoznicowany sposéb wptywaja na
jego rozwoj. Niektore z nich, tak jak cytotoksyczne limfocyty T lub komorki NK, zdolne
sg do zabijania komorek nowotworowych. W zlos§liwych glejakach funkcjonalnych
komorek T i NK jest jednak niewiele. Catkowicie odmienng rol¢ przyjmuja licznie
gromadzace si¢ w guzie komorki mieloidalne (Ellert-Miklaszewska i wsp., 2018;
Hambardzumyan i wsp., 2016). W odpowiedzi na sygnatly otrzymywane od komoérek
nowotworowych, staja si¢ one zrodlem proangiogennych cytokin, enzymow
proteolitycznych i czynnikOw wzrostu, tworzac warunki wspierajagce wzrost guza.
Prowadzi to m.in. do nasilenia neoangiogenezy, ulatwionej penetracji komorek
nowotworowych w zdrowej tkance w przebudowanej macierzy zewnatrzkomoérkowej,
tworzenia nisz dla macierzystych komdrek nowotworowych czy aktywacji szlakow
prozyciowych sprzyjajacych opornosci na leczenie. Ponadto, dochodzi do wytworzenia
stanu lokalnej i systemowej immunosupresji w wyniku zaburzenia prezentacji
antygenoéw, nadekspresji czgsteczek hamujgcych immunologicznych punktoéw kontroli
oraz nagromadzenia w guzie komorek supresorowych, ktore sg zrodtem enzymow,
cytokin i innych mediatoréw hamujacych aktywnos$¢ limfocytow T (Liu i wsp., 2024).
Kluczowe mechanizmy, ktore odpowiadajg za powstawanie takiego Srodowiska W
glejakach ztosliwych i utatwiaja ucieczke komorek nowotworowych spod nadzoru uktadu
odpornosciowego zostaty przedstawione na ponizszym schemacie, a wybrane z nich

opisano szerzej w ponizszych sekcjach.
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Schemat 1. Mechanizmy blokowania odpowiedzi przeciwnowotworowej ukladu
odpornosciowego W glejakach. Objasnienia symboli i procesow w tekscie.

4.3.1. Charakterystyka nacieku limfoidalnego w glejakach zlos$liwych

Powodzenie strategii immunoterapeutycznych opiera si¢ na prawidlowym
funkcjonowaniu cytotoksycznych limfocytéw T, stad tez proby zastosowania tego typu
leczenia w GBM doprowadzity do lepszego scharakteyzowania tej populacji komorek w
glejakach (Prins i wsp., 2011). Komorki te uczestnicza w reakcji odpornosciowej
organizmu we wczesnych stadiach zmian nowotworowych. Limfocyty T cytotoksyczne
wraz z komorkami NK odpowiadajg za eliminacje¢ komoérek nieprawidtowych poprzez
indukcje apoptozy w skutek uwalniania perforyny, granzyméw A i B oraz granulizyny z
ziaren cytolitycznych lub przez sekrecj¢ czynnika martwicy nowotworu (TNFa)
oddziatujacego z receptorem (TNF-R) w btonie komorki docelowej (Zhou 2010).
Limfocyty T pomocnicze (Th; CD4+) sa komérkami wspomagajacymi odpowiedz typu
humoralnego i komérkowego. Limfocyty Thl produkujg interleuking (IL)-2, stymulujaca
miedzy innymi cytotoksyczno$¢ limfocytow. Z kolei limfocyty Th2 produkuja
immunosupresyjne cytokiny, takie jak IL-4, IL-5 oraz IL-10 (Zamarron i wsp., Chen
2011). Limfocyty T CD3" sg gldwng populacja komorek limfoidalnych w GBM, jednakze
ich odsetek to jedynie 0,25% wszystkich komorek guza wyizolowanych z probek biopsji
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ludzkich glejakdw. W glejakach ztosliwych cytotoksyczne limfocyty T CD8" stanowig
mniej niz jedng czwartg catkowitej puli limfocytow T CD3" (Han i wsp., 2016). W
poréwnaniu do glejakow o niskim stopniu zto§liwosci odsetek komérek CD8* w nacieku
limfocytarnym spada wraz ze wzrostem stopnia zto§liwosci guza, przy jednoczesnym
zwiekszaniu sie liczby komoérek CD4* (Kmiecik i wsp., 2013). Ponadto wykazano, ze
wiekszo$¢ komorek CD4" infiltrujacych GBM ma wiasciwo$ci immunosupresyjne i
hamuje odpowiedz komorkowa, przyczyniajac si¢ do faktu, ze obecne w guzie nieliczne
limfocyty CD8" nie sg w stanie pelni¢ swoich cytotoksycznych funkciji (Waziri i wsp.,
2008).

Komoérkami immunosupresyjnymi  wéréd populacji CD4" sa limfocyty T
regulatorowe (Treg), charakteryzowane jako komdrki CD4*CD25"9"FoxP3* (Giles i
wsp., 2023). W GBM wydzielane przez nowotwor cytokiny, jak np. CCL22 (ang. C-C
motif chemokine 22), moga utatwia¢ rekrutacj¢ Treg do mikrosrodowiska guza (Crane i
wsp., 2012). Wedtug roznych doniesien, Treg stanowig do 14% wszystkich limfocytow
CD4* w GBM (Jacobs i wsp., 2010). Profilowanie ekspresji genéw w préobkach ludzkich
GBM wykazalo zwiekszong ekspresje markeréw uznawanych za zwigzane z naciekiem
limfocytow Treg, takich jak np. FOXP3 (ang. forkhead box P3), IL-2Ra/CD25 (ang.
membrane-resident interleukin-2 receptor o) (Wainwright i wsp., 2013). Wspierajace
nowotwor dziatanie Treg w glejakach wynika z wydzielania czynnikow, takich jak
transformujacy czynnik wzrostu beta (TGF-B, ang. transforming growth factor ), czy
interleukina IL-10, ktére hamuja proliferacje i aktywnos¢ limfocytow T w
mikro$rodowisku nowotworu (Tanaka i wsp., 2017). Obecny w mikrosrodowisku
TGF-B indukuje produkcje czynnika transkrypcyjnego FoxP3 w naiwnych limfocytach
CD4*CD25", a nastepnie ich dojrzewanie w kierunku komorek CD4*CD25"FoxP3*
(Andersson i in. 2008). Limfocyty Treg hamuja takze wydzielanie IL-12 przez limfocyty
efektorowe, ktdra jest istotna dla ich proliferacji i aktywnos$ci cytotoksycznej. Treg moga

takze ogranicza¢ proliferacje¢ prezentujacych antygen limfocytow B (Y. Wang i in. 2024).

4.3.2. Komorki mieloidalne w mikrosrodowisku glejaka

Mikroglej to glowna populacja komoérek mieloidalnych wystepujaca w
osrodkowym uktadzie nerwowym. Komorki te stanowia okoto 5-10% catej populacji

komorek nie-neuronalnych. Mikroglej uczestniczy w regulacji tworzenia nowych synaps
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i kontroluje liczbe komorek nerwowych w rozwoju OUN (Blank i Prinz 2013). Komdrki
mikrogleju wywodza si¢ z progenitorow mieloidalnych powstajagcych w woreczku
z6ttkowym, ktére we wczesnym etapie rozwoju organizmu zasiedlajg OUN (Kierdorf i
wsp. 2013). Komorki mikrogleju wraz z makrofagami okotonaczyniowymi i
makrofagami opon mézgowych (BAMs, ang. CNS border-associated macrophages)
odpowiedzialne sg za utrzymanie homeostazy w OUN. Ro6znicowanie mikrogleju i BAMs
regulowane jest przez czynniki transkrypcyjne PU.1 i IRF8 (Van Hove i wsp. 2019).

W warunkach prawidtowych komoérki mikrogleju charakteryzuje obecnosé
rozgalezionych wypustek, ktore aktywnie penetruja mikrosrodowisko. Aktywowany
mikroglej zmienia swoja morfologi¢ z rozgatezionej na ameboidalng, czego przejawem
jest zanik wypustek cytoplazmatycznych oraz powigkszenie ciata komoérki (Hanisch i
Kettenmann 2007). Do aktywacji mikrogleju, podobnie jak makrofagéw obwodowych,
dochodzi w obecnosci patogendow, bodzcow stresowych czy uszkodzenia tkanek.
Mozemy wyrdzni¢ dwa gltowne typy aktywacji tych komorek: prozapalny oraz
immunosupresyjny. Mikroglej aktywowany prozapalnie zaangazowany jest w odpowiedz
na infekcje lub uszkodzenie komdrek (Fairweather i Cihakova 2009). Komorki po
aktywacji prozapalnej wykazuja zwickszong produkcje mediatorow stanu zapalnego,
takich jak reaktywne formy tlenu, tlenek azotu (NO), czynnik chemotaktyczny
monocytow 1 (MCP-1, ang. monocyte chemoattractant protein-1), biatko zapalne
makrofagobw (MIP-1, ang. macrophage inflammatory protein-1) czy cytokin
prozapalnych, np. IL-1, IL-6, IL-12, IL-23 i TNFa (ang. tumor necrosis factor o)
(Mantovani, Bonecchi, i Locati 2006). Aktywowany zapalnie mikroglej charakteryzuje
si¢ podwyzszong ekspresja czasteczek gtdéwnego uktadu zgodnosci tkankowej klasy 11
(MHCII, ang. major histocompatibility complex class Il) i ekspresja biatek CD80 i CD86
kostymulujacych limfocyty T w trakcie prezentacji antygenu (Mantovani i Sica 2010).
Aktywacja mikrogleju w kierunku komérek immunosupresyjnych obserwowana jest w
procesach regeneracyjnych po zapaleniu, gojeniu ran, infekcjach pasozytniczych oraz w
chorobach nowotworowych. Mikroglej o fenotypie immunosupresyjnym wykazuje duza
aktywnos$¢ fagocytarng 1 zaangazowany jest takze w usuwanie komorek apoptotycznych
(Murray i Wynn 2011). Ponadto mikroglej i makrofagi typu immunosupresyjnego maja
zwigkszong ekspresje receptorow btonowych, takich jak: receptor mannozowy (MR, ang.
mannose receptor) CD206, CD14, CD209 i receptorow zmiataczy (ang. scavenger
receptors) CD163 i CD204 (Tripathy i wsp., 2024).
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Dodatkowo w komdrkach tych dochodzi do indukcji ekspresji arginazy-1, ktora
konkuruje o wspdlny substrat, L-argining z indukowalng syntaza tlenku azotu (iNOS, ang.
inducible nitric oxide synthase), co w konsekwencji obniza ilos¢ NO produkowanego
przez komorki. Wysoka aktywno$¢ arginazy ogranicza ponadto dostepno$¢ L-argininy
dla limfocytow T, co negatywnie wplywa na ich proliferacj¢ i proces aktywacji.
Arginaza-1 jest waznym markerem fenotypu immunosupresyjnego komorek
mieloidalnych, a jej role doktadniej opisano w punkcie 4.3.4. Nalezy podkresli¢, ze
podzial na stany aktywacji: prozapalny oraz immunosupresyjny jest bardzo uproszczony
I obejmuje jedynie dwa skrajne typy aktywacji. Coraz bardziej powszechne jest
stosowanie klasyfikacji opisowej, ze szczegdlnym uwzglednieniem zrddia izolacji
komorek, warunkéw hodowli, typu stymulacji oraz przeprowadzanej analizy (Martinez i
wsp., 2014; Walentynowicz i wsp., 2018).

Na podstawie typowych markerow powierzchniowych mikroglej trudno jest
odrézni¢ od naciekajacych makrofagéw obwodowych pochodzacych ze szpiku kostnego,
dlatego tez komoérki mieloidalne w guzie okresla si¢ terminem mikroglej/makrofagi
zwigzane z glejakiem (GAMS, ang. glioma-associated microglia/macrophages). Wyniki
badan z wykorzystaniem technologii transkryptomiki pojedynczych komorek (ang.
single-cell transcriptomics, scRNAseq) pokazaty, ze rozne typy komorek mieloidalnych
oraz podtypy funkcjonalne (m.in. makrofagi fagocytujace, makrofagi immunosupresyjne,
prozapalne monocyty z sygnatura interferonowa) sa obecne w glejakach
do$wiadczalnych. GAMS sa dominujaca populacja naciekajacych glejaki komorek
odpornosciowych, stanowiaca okoto 30-40% komorek w GBM i odgrywaja wazna rolg
W rozwoju guza. Wykazano, ze komorki te wchodza we wzajemne interakcje z
komorkami nowotworowymi, stymulujac wzrost i progresj¢ guza (Ochocka i wsp., 2021,
2023). GAMs majg ostabiong zdolno$¢ do prezentowania antygenu spowodowang
obnizong ekspresja czasteczek MHCII 1 obnizong ekspresje czasteczek kostymulujacych
CD80 i CD86, co zmniejsza ich zdolno$¢ do aktywacji limfocytow T. Wysoka ekspresja
liganda Fas (FasL) w GAMSs moze prowadzi¢ do indukcji apoptozy w limfocytach T
cytotoksycznych (H. Lin i in. 2024).

Zrédtem GAMS moga byé takze mieloidalne komoérki supresorowe (MDSCs, ang.
myeloid derived suppressor cells), bedace heterogenng grupa niedojrzatych komorek
mieloidalnych. MDSCs wywodza si¢ z komoérek progenitorowych linii mieloidalnej,

powstaja w odpowiedzi na przewlekle stany zapalne w skutek zaktywowanej
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hematopoezy i pod wzgledem fenotypu oraz morfologii przypominajg niedojrzate
granulocyty i monocyty (Sarantopoulos i wsp.,2024).U ludzi, MDSC wykazuja ekspresje
biatek powierzchniowych charakterystycznych dla komorek linii mieloidalnej, takich jak
CD33, CD11b i CD34, nie wykazujac przy tym ekspresji HLA-DR. U myszy, MDSC
charakteryzuje sie¢ jako komérki CD11b", o niskiej lub z brakiem ekspresji MHC klasy |1
(np. 1-A/1-E"SK) oraz niosace na powierzchni czasteczki Ly6C i/lub Ly6G. W zaleznosci
od poziomu ekspresji czasteczek Ly6C i Ly6G (u myszy), komorki te dzieli si¢ na dwa
podtypy. Monocytarne MDSC (M-MDSCs, ang. monocytic-MDSCs) o fenotypie
CD11b*Ly6G Ly6C"¥*“' maja morfologie zblizong do monocytéw. Granulocytarne
MDSCs (G-MDSCs, ang. granulocytic-MDSCs) lub wielojadrzaste MDSCs (PMN-
MDSCs ang. polymorphonuclear-MDSCs) o fenotypie CD11b*Ly6G*Ly6C"K
morfologicznie przypominaja granulocyty. U czlowieka rozr6znienie na M-MDSC i
PMN-MDSC mozliwe jest w oparciu o obecno$¢ na powierzchni, odpowiednio, biatek
CD14 i CD15. Podstawowe mechanizmy immunosupresyjnego dziatania sg jednak
wspolne dla obu podtypow komorek MDSCs (Marvel i wsp., 2015). MDSCs produkuja
m.in. IL-10, ktoéra hamuje aktywno$¢ przeciwnowotworowg limfocytow T
cytotoksycznych, komorek dendrytycznych oraz komdérek NK. Innym mechanizmem
odpowiedzialnym za immunosupresyjne dziatanie MDSCs jest wysoka ekspresja
arginazy-1, ktora powoduje deplecje L-argininy w mikro$rodowisku nowotworu przez co

hamuje proliferacj¢ limfocytow T cytotoksycznych (De Leo i wsp., 2020).

4.3.3. Czynniki zaangazowane w rekrutacje i aktywacje komorek GAM

Gromadzenie si¢ GAMs w glejakach oraz ich przeprogramowanie w kierunku
komorek wspierajacych wzrost guza regulowane sg przez liczne biatka wydzielane przez
komorki glejaka. Jednym z pierwszych opisanych chemoatraktantow byta chemokina
CCL2/MCP-1 nalezgca do rodziny biatek chemotaktycznych monocytow (MCPs, ang.
monocyte chemotactic proteins). Wigzanie MCP-1 do receptora CCR2 (ang. C-C motif
receptor2) stymuluje migracje komorek uktadu odpornosciowego
mikrogleju/makrofagdbw, monocytow, komorek NK i limfocytow T. Podwyzszong
ekspresjg MCP-1 wykryto w wielu nowotworach, w tym w glejaku ztosliwym (Ye i in.
2021). Inny chemoatraktant — CCL7/MCP-3, poprzez wigzanie si¢ do receptoréw: CCR1,
CCR2 i CCR3 (ang. chemokine CC motif receptors) — podobnie jak MCP-1 — stymuluje
chemotaksje mikrogleju, makrofagdéw, monocytow, limfocytow T, komorek NK i DC.
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Innym czynnikiem odpowiedzialnym za nagromadzenie si¢ GAMs w glejakach
jest czynnik wzrostu hepatocytow/czynnik rozproszony HGF/SF (ang. hepatocyte growth
factor/scatter factor). Podwyzszong ekspresje tego biatka wykrywano zar6wno w
komorkach glejakow, jak i GAMSs izolowanych z guzow ztosliwych ( Lin i wsp., 2023).
Ponadto w$rod czynnikdw wydzielanych przez komorki glejaka i zaangazowanych w
przeprogramowanie odpowiedzi mikrogleju/makrofagéw zidentyfikowano: czynnik
troficzny pochodzenia glejowego (GDNF, ang. glial-derived neurotrophic factor),
czynnik stymulujgcy koloni¢ makrofagow (M-CSF1, ang. macrophage colony
stimulating factor), czynnik stymulujgcy koloni¢ granulocytéw i makrofagéw (GM-CSF,
ang. granulocyte-marcophages colony stimulating factor) (Sielska i wsp., 2020) a takze
osteopontyne (ang. osteopontin, SPP1, ang. Secreted phosphoprotein-1,), laktadheryng,
periostyng i wersikan (Ellert-Miklaszewska i wsp., 2018; Gieryng i wsp., 2017;
Hambardzumyan i wsp., 2016).

Sppl nalezy do matych, glikozylowanych biatek oddziatujacych z integrynami,
zaliczanych do rodziny SIBLINGS (ang. small integrin- binding ligand N- linked
glycoproteins). Wystepuje w wielu tkankach i jej ekspresja jest wykrywana w wielu
komorkach nalezacych do uktadu odpornosciowego takich jak: makrofagi, neutrofile,
komorki dendrytyczne, komorki NK oraz limfocyty B 1 T. Biatko to odgrywa kluczowa
role w takich procesach fizjologicznych jak: modelowanie kosci, angiogeneza, regulacja
migracji i adhezji komorkowej, a takze w stymulacji odpowiedzi odpornosciowej. Sppl
jest cytoking pro-zapalng jak i bierze udziat w hamowaniu odpowiedzi zapalnej ( Lin i in.
2023). Tak szerokie spektrum proceséw, w ktore zaangazowana jest Sppl, wynika w
duzej mierze z budowy tego biatka, ktéra umozliwia oddziatywanie z okreslonymi
receptorami, obecnymi na wielu typach komérek. W warunkach fizjologicznych Sppl
jest utrzymywana na niskim poziomie, a jej ekspresja wzrasta w procesie nowotworzenia.
Sppl zawiera motyw RGD (arginina—glicyna—asparaginian) oddziatujacy z integrynami
avpl, avp3, avp5, avp6, a8B1l i aSP1 oraz miejsca wigzania receptora CD44. Integryny
te s3 obecne m. in. na komoérkach srédblonka, fibroblastach, komorkach migéni gtadkich
i komorkach uktadu odpornosciowego (Kijewska i in. 2017).

W mysim modelu glejaka wykryto wysoka ekspresja genu Sppl. Ponadto
ekspresja SPP1 w ludzkich glejakach korelowata ze stopniem ztosliwosci, a takze ze
ztymi prognozami klinicznymi (Szulzewsky i wsp., 2015; Kijewska i wsp. 2017).

Zrédtem podwyzszonej ekspresji SPP1 w glejakach sa komoérki nowotworowe, w tym
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komdrki o cechach macierzystych komorek nowotworowych (Kijewska i wsp., 2017), ale
takze towarzyszace im komorki zrebu, tj. astrocyty (Pietras i wsp., 2014) i mikroglej
(Gabrusiewicz i wsp., 2016), obecne w mikrosrodowisku nowotworu. Sppl stymuluje
proliferacje oraz inwazyjno$¢ komoérek nowotworowych, a takze proces angiogenezy, w
czym posredniczg receptory integrynowe aVvp1,3,5 wigzace specyficzny motyw
aminokwasowy RGD (Lin i in. 2023). Rozne modyfikacje postranslacyjne Sppl wskazuja
na jej pleiotropowag role, a takze odmienne funkcje. Istotng modyfikacja, ktora dominuje
w tkance nowotworowej jest proteoliza przy udziale trombiny i metaloproteaz macierzy
zewnatrzkomoérkowej (MMP3 i MMP7, ang. matrix metalloproteinase-3 and 7), co
prowadzi do uwolnienia fragmentu biatka o silnym dzialaniu pro-nowotworowym i
stymulujacym immunosupresyjny fenotyp GAMs (Ellert-Miklaszewska i wsp., 2016;
Yamaguchi i wsp., 2013). Wyciszenie ekspresji Sppl w komdrkach glejaka C6 hamowato
wzrost glejaka u szczurdw. Towarzyszyto temu zmniejszenie liczby GAMs
charakteryzujacych si¢ fenotypem pronowotworowym. Wykazano takze, ze Sppl
stymulowala zalezng od mikrogleju inwazyjno$¢ komorek nowotworowych, w czym
posredniczyly receptory integrynowe. O zaangazowaniu Sppl w proces aktywacji
mikrogleju $§wiadcza wyniki doswiadczen z wykorzystaniem peptydu zawierajacego
motyw RGD 1 zaprojektowanego tak, by blokowal oddziatywanie tego biatka z
integrynami avB3 oraz avB5. Dodanie peptydowego inhibitora znosito aktywujgce
dziatanie na mikroglej biatek wydzielanych przez komorki glejaka (GCM, ang. glioma-
conditioned medium) (Ellert-Miklaszewska i in. 2016b).

Do zbieznych wnioskow prowadza tez wyniki badan innych grup. Wyciszenie
ekspresji SPP1 w komorkach ludzkiego glejaka U887 prowadzito do zahamowania
wzrostu guza w modelu in vivo oraz hamowato zdolno$¢ do migracji i ruchliwosci
komorek in vitro (Friedmann-Morvinski i wsp., 2016; Lamour i wsp., 2010). Ponadto
obnizenie poziomu Sppl w komorkach mieloidalnych lub komdrkach glejaka
powodowato zmniejszenie liczby GAMS i podwyzszong aktywnos¢ efektorowg komorek
T naciekajacych glejaka (Wei i in. 2018). Wyniki te zgodne sg z wynikami uzyskanymi
w przypadku innych nowotwordw takich jak: rak piersi (Chakraborty, Jain, i Kundu
2008), macicy (Du i in. 2009) oraz prostaty (Liu i wsp., 2010). Dane te wskazuja, ze
wydzielana przez glejaka Sppl stanowi wazny czynnik modyfikujacy GAMs i

mikro$rodowisko, dlatego tez stanowi dobry cel farmakologiczny.
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4.3.4. Enzymy zaangazowane w metabolizm aminokwaséw niezbednych dla

limfocytéw T

Szczegbdlnym mechanizmem hamowania odpowiedzi odpornosciowej w guzie,
majacym bezposredni wptyw na proliferacje i funkcjonowanie komorek T, jest
wzmozona aktywno$¢ w mikrosrodowisku nowotworu dwoch enzymow: arginazy 1
(ARG1) i 2,3-dioksygenazy indoloaminowej (IDO, ang. indoleamine-2,3-dioxygenase).
Enzymy te metabolizuja odpowiednio: argining do ornityny i mocznika, oraz tryptofan
do N-formylokynureiny. Intensywny katabolizm argininy i tryptofanu powoduje
gwaltowny spadek poziomu obu aminokwaséw w $rodowisku i w efekcie, zahamowanie
proliferacji i anergie komoérek T. Wielu badaczy potwierdzito wysoka ekspresje IDO1
oraz ARGl w GBM. Ponadto wyzszy poziom ekspresji opisywanych enzymow jest
odwrotnie proporcjonalny do przezywalnosci pacjentow. Dlatego tez regulacja
mikro$rodowiska poprzez przeprogramowanie metabolizmu aminokwasow stala si¢
obiektem zainteresowania naukowcéw (Sarantopoulos i wsp., 2024).

Istniejg dwie izoformy arginazy (ARG1 i ARG2), katalizujace t¢ samg reakcje
biochemiczna, ale r6znigce si¢ lokalizacja wewnatrzkomorkowa oraz ekspresja. ARG1
jest bialkiem cytozolowym, natomiast ARG2 jest zlokalizowana gltoéwnie w
mitochondriach (Munder, 2006). Arginaza katalizuje hydroliz¢ L-argininy do mocznika
I L-ornityny (Morris Jr, 2009). L-arginina bierze udzial w licznych, kluczowych
procesach w organizmie. Po pierwsze, uczestniczy w metabolizmie azotu w cyklu
mocznikowym zachodzacym w watrobie. Po drugie, jest potrzebna do syntezy
kreatyniny, ktora zaopatruje tkanki o duzym zapotrzebowaniu na energie, takie jak mozg
i mig$nie. Po trzecie, jest niezbedna do proliferacji limfocytow T i zainicjowania
efektywnej odpowiedzi przeciwnowotworowe;j.

L-arginina jest dla limfocytow T aminokwasem egzogennym. Brak L-argininy w
srodowisku blokuje proliferacje, produkcje cytokin i funkcje efektorowe limfocytow T.
Niedobor tego aminokwasu prowadzi m. in. do obnizenia ekspresji tancucha (, ktory
stanowi kluczowy element kompleksu TCR (ang. T cell receptor) oraz bierze udziat w
przekazywaniu sygnatu i aktywacji tych komork. Ponadto, limfocyty T pozbawione L-
argininy wytwarzaja mniejsze ilosci interferonu gamma (IFN-y), ktory jest waznym
mediatorem odpowiedzi przeciwnowotworowej. Arginaza moduluje zatem aktywnos$¢
limfocytow T poprzez wplyw na poziom L-argininy (Munder i wsp., 2013). Arginaza

ulega silnej ekspresji w GAMs i MDSC w mikrosrodowisku nowotworu (Kumar i wsp.,

24



2016). Ponadto komdrki Treg odznaczaja si¢ wysoka ekspresja ARG2 (Lowe i wsp.,
2019). W ten sposob zmiany ekspresji ARGI lub ARG2 w roznych komorkach
odpornosciowych w mikro§rodowisku nowotworu mogg przyczynia¢ si¢ do wzrostu i
progresji guza. W glejakach mysich oraz ludzkich, zwickszong ekspresje¢ arginazy
wykrywa si¢ zarowno w komorkach uktadu odpornosciowego naciekajacych nowotwor,
jak i samych komorkach nowotworowych (Gieryng i wsp., 2017; Zhang i wsp., 2016), co
przyczynia si¢ do wytworzenia immunosupresyjnego srodowiska (Gabrilovich i wsp.,
2012; Sippel i wsp., 2011). Ponadto analiza bioinformatyczna danych dotyczacych
ekspresji arginazy z Gene Expression Omnibus (GEO) oraz The Cancer Genome Atlas
(TCGA) w GBM wykazata, ze ekspresja ARG jest zwigkszona u pacjentow z GBM oraz
jest negatywnym czynnikiem prognostycznym (Costa i wsp., 2016).

ARG1 oraz ARG2 stanowig zatem atrakcyjny cel terapeutyczny w leczeniu
onkologicznym. Jedng =ze strategii majaca na celu zablokowanie enzymu jest
zastosowanie inhibitora ARG1/ARG2 u chorych z nowotworem. Zuzycie zapasOw
L-argininy w mikro§rodowisku stanowi wazny mechanizm immunosupresji, a wysoka
aktywno$¢ arginazy w osoczu i nowotworze wykazano u pacjentdw z szerokim spektrum
nowotworéw, w tym réwniez w glejaku ztosliwym. Przyktadem tak dziatajacego
inhibitora jest OAT-1746, opracowany przez firm¢ Molecure, m.in. w celu oceny jego

dziatania na mikrosrodowisko nowotworu w glejakach.

4.4. Terapie celujace w komorki odpornosciowe w mikrosrodowisku nowotworu

Rola mikrosrodowiska nowotworu w rozwoju 1 progresji guza, a takze opornosci
na terapie przeciwnowotworowe, jest obecnie obiektem zainteresowania w badaniach nad
wieloma typami nowotworow. Poznawanie mechanizméw funkcjonujacych w
mikrosrodowisku glejakéw ma na celu stworzenie podstaw dla rozwoju nowych strategii
terapeutycznych. Dla uzyskania lepszych efektow terapii prébuje sie tez opacowywac

strategie oparte na taczeniu r6znych metod leczenia.

4.4.1. Immunoterapia nowotworow

Immunoterapia nowotwordw jest metoda leczenia polegajaca na ingerencji w
uktad odpornosciowy czlowieka w celu zwigkszenia lub modyfikacji mechanizmOw

obronnych przeciw rozwijajagcemu si¢ nowotworowi. Amerykanskie Stowarzyszenie
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Walki z Rakiem (ACS, American Cancer Society,) zdefiniowalo immunoterapi¢ jako
metode leczenia polegajaca na wykorzystywaniu elementéw uktadu immunologicznego
chorego w celu zwalczenia choroby (Rzepka i wsp., 2019).

Strategie immunoterapeutyczne, w zaleznosci od ich zdolnosci do aktywacji
uktadu odpornosciowego pacjenta, mozna podzieli¢ na bierne i czynne (Schemat 2).
Immunoterapia bierna jest wykorzystywana wtedy, gdy uktad odporno$ciowy pacjenta
nie moze wyksztalci¢ prawidlowej odpowiedzi odporno$ciowej, natomiast
immunoterapi¢ czynng stosuje si¢ u pacjentow, ktorych uktad odpornosciowy moze
pehi¢ funkcje efektorowe. Zgodnie z ta klasyfikacja, immunoterapia bierna obejmuje
podawanie: cytokin, swoistych nowotworowo przeciwcial monoklonalnych, a takze
aktywowanych ex vivo komorek uktadu odpornosciowego, gtownie limfocytow T,
pobranych wczesniej od pacjenta (tzw. transfer adoptywny komoérek ukladu
odpornosciowego). Strategie polegajace na podawaniu szczepionek
przeciwnowotworowych oraz inhibitorow immunologicznych punktéw kontrolnych
wywoluja  efekt przeciwnowotworowy jedynie we  wspolpracy z uktadem
odpornosciowym pacjenta, dlatego sg zaliczane do immunoterapii czynnej (Mackiewicz

i wsp., 2010; Papaioannou i wsp., 2016).

Transfer adoptywny
komérek

Inhibitory punktow
kontroinych
Wirusy
onkolityczne

Terapeutyczne
szczepionki
nowotworowe

o - ==

s o .
— “

PD-1 PD-L1

CTLA4 CDso/ee

Cytokiny

Przeciwciata
monoklonaine

Schemat 2. Rodzaje immunoterapii w nowotworach.
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4.4.1.1. Przyklady immunoterapii biernych

Zastosowanie cytokin, a konkretnie terapii rekombinowanym IFNa bylo
pierwszym typem immunoterapii wprowadzonym do praktyki klinicznej. Trzy gtéwne
typy cytokin wykorzystywane obecnie w immunoterapii to interferony, interleukiny i
czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagdbw (GM-CSF).
Cytokiny bezposrednio stymuluja wzrost i aktywno$¢ komoérek odpornosciowych
(Pinheiro i wsp., 2023).

Transfer adoptywny komoérek (ACT, ang. adoptive cell transfer) jest jedng z
metod biernej immunoterapii stosowanej w zwalczaniu choréb nowotworowych i polega
na transplantacji komorek uktadu odpornosciowego o aktywnosci cytotoksycznej wobec
komorek nowotworowych. Komorki pobiera si¢ od pacjenta, nastgpnie namnaza i
aktywuje pozaustrojowo w obecnosci czynnikow wzrostu. Zaktywowane komorki
przeszczepia si¢ z powrotem pacjentowi. Podstawowa metoda ACT polega na
wykorzystaniu limfocytow T pozyskanych z probek guza, tzw. limfocytow naciekajacych
guz (TILs, ang. tumor-infiltrating lymphocytes) (Liu i wsp., 2024). Zwigkszenie
skutecznosci ACT jest mozliwe dzigki zastosowaniu metod inzynierii genetycznej i
uzyskaniu zmodyfikowanych limfocytow CAR-T, czyli limfocytéw T zdolnych do
ekspresji chimerycznych receptoréw antygenowych (CARs, ang. chimeric antigen
receptors). Najprostsze CARs sg zbudowane z fragmentu wigzgcego antygen
nowotworowy, pochodzacego z przeciwciata oraz z domeny aktywujacej, pochodzacej z
kompleksu receptora limfocytu T (Golubovskaya i wsp., 2016). W ostatnim okresie
pojawity sie pojedyncze doniesienia o sukcesie terapii z uzyciem CAR-T w glejakach
(Choi i wsp., 2024)

W immunoterapii biernej wykorzystuje si¢ rOwniez dzialanie tzw. przeciwcial
monoklonalnych skierowanych przeciwko receptorom powierzchniowym komdrek
nowotworowych. Pierwsze przeciwciala monoklonalne zastosowane w leczeniu
przeciwnowotworowym to rytuksymab (przeciwciato anty-CD20), stosowany w leczeniu
chioniakdw nieziarniczych i1 przewleklej biataczki limfatycznej, oraz trastuzumab
(przeciwciato anty-HER2, human epidermal receptor type 2), wykorzystywany w raku
piersi. Podstawowe dziatanie przeciwciat polega na blokowaniu receptoréw dla szlakow
przewodzenia wewngtrzkomorkowego, co powoduje zahamowanie proliferacji i

apoptoz¢  komorek docelowych. Od wymienionych powyzej przeciwcial

27



monoklonalnych  nalezy wyraznie odrézni¢ przeciwciata oddziatujace na
immunologiczne punkty kontrolne (opisane ponizej w punkcie 4.4.1.2) ze wzgledu na
zupelnie odmienny mechanizm dziatania oparty o zniesienie immunotolerancji (Malesa i
wsp., 2018).

4.4.1.2. Immunologiczne punkty kontrolne i ich inhibitory

Uktad odpornosciowy do prawidlowego dziatania wymaga wytworzenia
odpowiednich mechanizméw kontroli jego aktywnosci. Prawidlowa rownowage
pomiedzy sygnatami pobudzajagcymi i hamujacymi odpowiedz immunologiczng
zapewniaja immunologiczne punkty kontrolne (Pianko i in. 2017). Limfocyty T do
pobudzenia wymagaja dwodch réznych sygnatow od komorek prezentujacych antygen
(APC, ang. antigen presenting cells). Pierwszym sygnatem jest rozpoznanie antygenu,
prezentowanego w konteks$cie czasteczek gldownego uktadu zgodnos$ci tkankowej klasy 11
(MHC-I11, ang. major immunohistocompatibility complex, class 1) znajdujacego si¢ na
APC, przez receptor TCR znajdujacy si¢ na limfocycie T. Drugim sygnalem jest
kostymulacja, np. poprzez interakcj¢ czasteczki CD28 limfocytu T z czasteczkami CD80
lub CD86 na APC. O losach limfocytu decyduja ponadto czgsteczki koinhibujgce, czyli
immunologiczne punkty kontrolne, ktorych rolg jest hamowanie nadmiernej odpowiedzi
uktadu odpornosciowego

Wsrod hamujacych immunologicznych punktéw kontrolnych wyrézni¢ mozna:
antygen 4 zwiazany z limfocytem T cytotoksycznym (CTLA-4, ang. cytotoxic T-
lymphocyte antigen-4), receptor programowanej $mierci 1 (PD-1, ang. programmed death
receptor-1), LAG-3 (ang. lymphocyte - activation gene 3), TIM-3 (ang. T-cell
immunoglobulin and mucin domain 3) (Pardoll, 2012). Natomiast TNFSF9 (tumor
necrosis factor ligand superfamily member 9, znany roéwniez jak 4-1BB lub CD137) oraz
TNFRSF18 (tumor necrosis factor receptor superfamily member 18, znany rowniez jako
GITR) sa czasteczkami aktywujacymi.

W mikrosrodwisku nowotworu istnieje przewaga sygnatéw hamujacych funkcje
limfocytow T, co doprowadza do anergii tych komorek i ucieczki komorek
nowotworowych spod nadzoru uktadu odpornosciowego. Ekspresje ligandoéw, ktore
rozpoznajg i wigzg si¢ z biatkami partnerskimi (receptorami) na powierzchni komorek T,
wykazuja zarowno komorki glejaka, jak i immunosupresyjne komorki mieloidalne. Jedna

z koncepcji immunoterapii opiera si¢ na blokowaniu immunologicznych punktéw

28



kontrolnych z uzyciem specyficznych przeciwciat w celu odworcenia anergii limfocytow
T (Schemat 3). Do najlepiej poznanych hamujacych immunologicznych punktow
kontrolnych, wobec ktorych stosuje si¢ leczenie z wykorzystaniem blokujacych
przeciwcial, naleza: antygen 4 zwigzany z limfocytem T cytotoksycznym oraz receptor
programowanej $mierci 1 (Pardoll, 2012).

Negatywne punkty kontrolne hamujg funkcje E Przeciwciato anty-PD-1 aktywuje limfocyty T
limfocytow T :

S : " Umierajace komérki
nieaktywne Komérki Aktywowane limfocyty T nowjgtworowe

limfocyty T nowotworowe 4—\ >
0 .00 Q)

=/ 98
a3

y/’ anty-PD-1

Schemat 3. Drzialanie receptora programowanej Smierci 1 (PD-1) jako jednego z
immunologicznych punktéw kontrolnych i jego blokowanie z uzyciem przeciwciala anty-
PD-1.

Ligandami receptora PD-1 sg: PD-L1 (okreslany takze jako B7-H1 lub CD274)
i PD-L2 (okreslany takze jako B7-DC lub CD273) (Riella i wsp., 2012). PD-1 ulega
ekspresji na aktywowanych limfocytach T i B, komdrkach NKT i monocytach (Keir i
wsp., 2007). Aktywacja tych receptorow odbywa si¢ po potaczeniu z odpowiednimi
ligandami zlokalizowanymi na komdrkach nowotworowych lub innych komorkach
obecnych w mikrosrodowisku guza. PD-L1 ulega stalej ekspresji na limfocytach,
komérkach dendrytycznych i makrofagach. Podstawowg rolg receptora PD-1 jest
hamowanie funkcji limfocytow T na skutek zwigzania jednego z ligandéw na komorce
APC, co prowadzi do spowolnienia metabolizmu komorki, tym samym pozbawiajac
limfocyty ich funkcji efektorowych (Riley, 2009). Wowczas dochodzi do zahamowania
produkcji IFN-y, IL-2 oraz TNF-a (Riella i wsp., 2012).

Ekspresje PD-L1  wykryto na komodrkach wielu ludzkich nowotworow
i wprzypadku niektérych jest ona negatywnym czynnikiem prognostycznym
przezywalnosci pacjentow. PD-L1 ulega indukcji w odowiedzi na zmiany zachodzace
w mikrosrodowisku guza. Komorki nowotworowe bronig si¢ przed atakiem limfocytow

poprzez ekspresje PD-L1, ktéry nastepnie hamuje dzialanie limfocytow. Obecnosé
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limfocytéw naciekajacych nowotwdér moze $wiadczy¢ o immunogenno$ci danego
nowotworu, co jest dobrym czynnikiem prognostycznym. Jednak wigzaca si¢ z
obecnoscig limfocytow naciekajagcych nowotwoér ekspresja PD-L1 znaczaco obniza
skutecznos$¢ ich dziatania. Dlatego tez blokada receptora moze przyczyni¢ si¢ do
podniesienia skutecznosci odpowiedzi przeciwnowotworowej (Taube i wsp., 2012).

Przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko PD-1 (np. niwolumab) i jego
ligandowi PD-L1 stosuje si¢ =z sukcesem u pacjentow z czerniakiem,
niedrobnokomoérkowym rakiem pluca, rakiem ptaskonablonkowym glowy i szyi, rakiem
watroby oraz rakiem urotelialnym. Pierwsze randomizowane badanie 111 fazy CheckMate
143 (NCT02017717) z zastosowaniem niwolumabu u pacjentow z GBM po wznowie nie
przedtuzyto przezycia w porownaniu z bewacyzumabem (przeciwciato anty-VEGF), co
doprowadzilo do zamknig¢cia badania. Skutecznos¢ terapii byta ograniczona - mniej niz
15% pacjentow wykazato istotng poprawe. W kolejnym badaniu CheckMate 498, 560
pacjentbw z nowozdiagnozowanym GBM otrzymato radioterapi¢ w skojarzeniu z
niwolumabem lub TMZ. Jednakze rowniez w tym badaniu nie wykazano wystarczajace;j
skuteczno$ci immunoterapii (Ghosh i wsp., 2022).

Przeprowadzono réwniez szereg badan z wykorzystaniem inhibitorow innych
punktéw kontrolnych w celu sprawdzenia ich aktywnos$ci w glejakach. Jednym z nich
byto przeciwciato przeciwko CTLA-4, biatku transbtonowemu, ktére hamuje funkcje
limfocytow T poprzez konkurowanie z CD28 o ligandy CD80 i CD86 na komorkach
APC. CTLA-4 jest Kkluczowym czynnikiem supresyjnym limfocytow T
CD4*"CD25"FoxP3*, a jego blokada zwigcksza aktywacje limfocytow T (Wang i wsp.,
2024). Obecnie trwa badanie kliniczne Il fazy NCT04396860, oceniajace skuteczno$é
skojarzenia ipilimumabu i niwolumabu w poréwnaniu z TMZ u pacjentdw z nowo
zdiagnozowanym GBM.

Kolejnym punktem kontrolnym wykorzystanym jako cel terapeutyczny byt TIM-
3, ktory ulega ekspresji na limfocytach Thl produkujacych IFN-y. Jego ligand, galektyna-
9, indukuje apoptoz¢ Thl, co ogranicza odpowiedZz immunologiczng. Blokada TIM-3
zwigkszata produkcje IFN-y, wspomagajac odpowiedz przeciwnowotworowa (Ngiow i
wsp., 2011). W mysim modelu GBM terapia potrojna (radioterapia, anty-PD-1 i anty-
TIM-3) prowadzita do catkowitej eliminacji guza (Kim i wsp., 2017). Ponadto
sprawdzono LAG-3 (CD223), receptor hamujacy, ktérego gtownym ligandem jest MHC
klasy Il. Blokada LAG-3 prowadzita do proliferacji cytotoksycznych limfocytow T i
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ograniczala funkcje Tregs. W mysim modelu glejaka wykazano, ze potaczenie
przeciwcial anty-LAG-3 z anty-PD-1 znaczaco zmniejszato wielko$¢ guza i wydtuzato
przezycie myszy (Harris-Bookman i wsp., 2018). Potrzeba czasu, aby zweryfikowac te
obiecujace wyniki badan przedklinicznych w praktyce klinicznej. W Tabeli 1 zestawiono
inhibitory immunologicznych punktow kontrolnych stosowane w badaniach klinicznych
u pacjentow z GBM. Jak dotad najwigcej badan obejmowalo uzycie przeciwciat
przeciwko PD-1 lub jego ligandom, dlatego blokowanie tego immunologicznego punktu

kontrolnego zostato wybrane jako model immunoterapii w niniejszej pracy.

Tabela 1. Inhibitory immunologicznych punktéw kontrolnych stosowane w badaniach
klinicznych u pacjentow z glejakiem

Czgsteczka Nazwa preparatu
PD-L1 Avelumab
Atezolizumab
Durvalumab
CTLA-4 Ipilimumab
Nivolumab
Pidilizumab
PD-1 Pebrolizumab
LAG-3 BMS-986016
Relatlimab
TIM-3 Sabatolimab
TIGIT Domvanalimab

4.4.2. Blokowanie naplywu i przeprogramowania komérek mieloidalnych w

glejakach

Unikalny sktad mikrosrodowiska ztosliwych glejakéw jest jednym z gtownych
powodow ograniczonej skuteczno$ci immunoterapii z uzyciem inhibitorow punktow
kontrolnych. Nowatorskie strategie do modulowania mikrosrodowiska nowotworu
obejmujg roznego rodzaju terapie celowane w komorki mieloidalne. Inhibitory CSF-1R
(receptora czynnika stymulujacego tworzenie kolonii (CSF)-1 (Pyonteck i wsp., 2013)
lub blokade osi CCR2/CCL2 (Flores-Toro i wsp., 2020) stosowano w badaniach

przedklinicznych w celu przeksztatcenia tzw. zimnego (ang. ”cold”) mikrosrodowiska
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nowotworu zwigzanego z przewaga immunosupresyjnych komoérek oraz niedoborem
cytotoksycznych limfocytow T do goracego (ang. ,hot”), charakteryzujacego sie
zwigkszong liczbg limfocytow T oraz spadkiem naptywu komorek immunosupresyjnych,
co moze réwniez przyczynia¢ si¢ do poprawy odpowiedzi na inhibitory punktéw
kontrolnych, a potencjalnie takze na inne immunoterapie (Y. Liu i in. 2024).

Wigzanie czasteczek adhezyjnych, chemokin, czynnikbw wzrostu czy biatek macierzy
zewnatrzkomorkowej do specyficznych receptorow tworzy sie¢ komunikacji miedzy
nowotworem 1 mikro§rodowiskiem. Wiekszos¢ biatek oddzialuje ze swoimi partnerami
biatkowymi poprzez rozlegle i ptaskie powierzchnie, na ktére moga dziata¢ wylacznie
leki tzw. ,,leki biologiczne”, innymi stowy, biatka, przeciwciata monoklonalne i krotkie
peptydy. Najbardziej specyficznym sposobem interferencji w oddzialywania biatko-
biatko z potencjatem wykorzystania w praktyce klinicznej jest zastosowanie krotkich
peptydéw (Ellert-Miklaszewska i wsp., 2017a). Wiasciwie zaprojektowane krotkie
peptydy interferujace wykazuja wysoka specyficznos¢ wigzania z biatkiem docelowym i
majg zmniejszong immunogenno$¢. Ponadto sg tatwe w syntezie oraz stosunkowo prosto
mozna poddawa¢ je réznym modyfikacjom, ktore moga zwigksza¢ stabilnosé
proteolityczng czasteczek i chroni¢ przed degradacja. Blokowanie interakcji ligand —
receptor przy uzyciu peptydow to znana strategia terapeutyczna (Vadevoo i wsp., 2023).
Przyktadem peptydu blokujacego interakcje ligand-receptor jest peptyd A8, ktory
zapobiega interakcji pomiedzy biatkiem szoku cieplnego Hsp72 1 receptorem toll-
podobnym 2 (TLR2) na powierzchni mieloidalnych komorek supresorowych. Blokuje to
aktywacje tych komorek hamujagc progresjc nowotworu 1 wzmacniajgc
przeciwnowotworowe dziatanie srodkow chemioterapeutycznych, takich jak cisplatyna
(Gobbo i wsp., 2016).

Jednym z badanych cel6w terapeutycznych w nowotworach (w tym w GBM) sg
integryny. Jest to duza rodzina transblonowych receptorow adhezyjnych tworzacych
heterodimery (Xiong i wsp., 2013). Czasteczki te sa zaangazowane w komunikacje
komdrka-komorka i komorka-mikrosrodowisko. Po zwigzaniu z ligandami, integryny
aktywujg dalsze szlaki sygnatowe, ktore reguluja migracje, inwazj¢ 1 proliferacje. Geny
kodujace integryny rzadko ulegaja mutacji w nowotworach, jednak rozregulowana
sygnalizacja integryn moze wystapi¢ albo z powodu zmian w ekspresji integryn, albo
nieprawidtowych zmian w ekspresji ich ligandow. W guzach moézgu stwierdzono

podwyzszong ekspresje integryn avp3 i avp5 (Bello i wsp., 2001). Podstawowy motyw
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wigzacy te integryny, zlozony z argininy, glicyny i kwasu asparaginowego (RGD),
przyciagnat wiele uwagi w dziedzinie terapii przeciwnowotworowych. Nalezy tu
wspomnie¢ o pierwszym z peptydow z motywem RGD, ktoéry zidentyfikowano jako
selektywny inhibitor integryn avp3 i avp5. Jest to cykliczny pentapeptyd o nazwie
Cilengitide (EMD 121974, cyklo-(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMe-Val), MerckKGaA,
Darmstadt, Germany). W badaniach przedklinicznych stwierdzono, ze cilengitid ma
dziatanie cytotoksyczne i hamujgce inwazyjnos¢ (Yamada i wsp., 2006), jednak
w badaniach klinicznych stosowano go jako lek anty-angiogenny. W badaniu klinicznym
fazy I/1la przeprowadzonym na 52 pacjentach z GBM, dodanie cilengitidu do chemio-
i radioterapii wykazato dziatanie przeciwnowotworowe (Stupp i wsp., 2010). Peptyd ten
zostal wprowadzony do III fazy badan klinicznych u pacjentow z GBM (Weller i wsp.,
2016), jednakze ostatecznie jego skuteczno$¢ w tej fazie badan nie byla wystarczajaca
1 nie uzyskano pozytywnych efektoéw na przezywalnos¢ pacjentow.

Co ciekawe, badania prowadzone w Pracowni Neurobiologii Molekularnej
wykazaty, ze integryny moga rowniez odgrywac rolg w przeprogramownaiu mikrogleju
w komorki wspierajgce rozwoj glejakow posredniczac w dziataniu Sppl i laktadheryny.
Zaprojektowany w Pracowni krotki peptyd 7aaRGD (kompetycyjny inhibitor integryn,
zawierajacy motyw RGD, zwany w skrocie RGD) blokowat oddziatywanie glejak-
mikroglej w hodowli in vitro (Ellert-Miklaszewska i wsp., 2016b). Periostyna, inne biatko
wydzielane przez glejaka w mysim modelu tego nowotworu, indukowalo naptyw
komorek mieloidalnych do guza za posrednictwem integryny avp3. Hamowanie dziatania
periostyny na ten receptor przez inny peptyd zawierajacy motyw RGD prowadzito do
ograniczenia wzrostu guza (Zhou i wsp., 2015).

Innym podejsciem terapeutycznym, ukierunkowanym na komorki MDSC w
mikro$rodowisku glejaka, jest uzycie cyklicznego peptydu VT1021 wywodzacego si¢ z
prosapozyny. Czasteczka ta, ktérej dzialanie opisano pierwotnie w modelu raka jajnika,
zwigksza ekspresje trombospondyny-1 (TSP-1) w komoérkach MDSC, przez co prowadzi
do zwigkszenia odsetka makrofagbw o fenotypie przeciwnowotworowym oraz
przeprogramowania mikrosrodowiska w réznych typach guzow litych, w tym w

glejakach (Wang i wsp., 2016).

33



5. CEL PRACY

Szereg mechanizmoéw wynikajacych z interakcji komoérek nowotworowych z
innymi komorkami gromadzgcymi si¢ w guzie przyczynia si¢ do znacznych zmian w
mikro$rodowisku, blokujac m.in. odpowiedz na immunoterapie. W ludzkich i mysich
glejakach ztosliwych, zardwno komdrki nowotworowe, jak i komdrki mieloidalne
zwigzane z guzem GAMS, wykazuja podwyzszong ekspresje arginazy, cO hamuje
aktywno$¢ cytotoksycznych limfocytow T i komorek NK, i prowadzi do tworzenia
immunosupresyjnego mikrosrodowiska. Badania przeprowadzone w Pracowni
Neurobiologii Molekularnej IBD PAN wykazaty, ze produkowany przez komorki glejaka
ligand receptoréw integrynowych aVB3/B5 — biatko Spp1, indukuje przeprogramowanie
komarek mieloidalnych w GAMs. Zardwno arginaza, jak i Spp1 sa zatem dobrymi celami
terapeutycznymi dla zablokowania zmian w mikrosrodowisku glejakow.

Celem niniejszej pracy byta ocena przeciwnowotworowego dziatania inhibitora
arginazy (OAT-1746) oraz peptydu interferujacego RGD, a takze ich wplywu na
mikro$rodowisko 1 odpowiedZ na immunoterapi¢ w mysim glejaku GL261.
Szczegotowe cele badawcze:

1. Ocena wplywu inhibitora arginazy oraz przeciwciala anty-PD-1 na wzrost
glejaka.

2. Analiza wplywu inhibitora arginazy oraz przeciwciala anty-PD-1 na
mikro$rodowisko nowotworu.

3. Ocena zmian transkryptomicznych w komorkach mieloidalnych z glejakéw po
zastosowaniu OAT-1746 i anty-PD-1.

4. Ocena wplywu peptydu RGD na wzrost glejaka.

5. Analiza wptywu peptydu RGD oraz przeciwciala anty-PD-1 na mikrosrodowisko
nowotwowu.

6. Ocena zmian transkryptomicznych w komorkach mieloidalnych z glejakéw po

zastosowaniu peptydu RGD oraz przeciwciata anty-PD-1.
Przedstawione cele postuza do zrozumienia mechanizméw dziatania innowacyjnych

terapii w leczeniu glejakow, co moze przyczyni¢ si¢ do opracowania bardziej

efektywnych strategii terapeutycznych.
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Schemat 4. Zaproponowane strategie celujace w komorki mieloidalne w mikrosrodowisku
nowotworu.
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6. MATERIALY I METODY

6.1. Komorki mysiego glejaka GL261

6.1.1. Charakterystyka komdérek GL261

Komodrki mysiego glejaka GL261 sg powszechnie stosowane w badaniach
przedklinicznych nad glejakiem. Komdrki te otrzymano z komorek guza mdzgu
(wyindukowanego w wyniku domoézgowych iniekcji 3-metylocholantrenem), ktore po
izolacji poddawano wielokrotnej domdzgowej i podskdrnej transplantacji do
syngenicznego szczepu myszy (Szatmari i wsp., 2006). Guzy rozwijajace si¢ W
nastgpstwie implantacji komorek GL261 maja wiele wspdlnych cech histologicznych z
ludzkim GBM, takich jak np.: martwica nowotworu czy neowaskularyzacja, a takze
odzwierciedlajg immunosupresyjne mikrosrodowisko glejaka (Abdelwahab i wsp., 2011;
Oh i wsp., 2014). Ponadto genetycznie modyfikowane komorki GL261 wykazujace
ekspresje  genu lucyferazy s3 powszechnie stosowane do  implantacji
wewnatrzczaszkowych ze wzgledu na mozliwo$¢ obrazowania bioluminescencyjnego
guza in vivo, co pozwala monitorowac jego wzrost oraz reakcje¢ na leczenie (Shelton i
wsp., 2010). Biorgc pod uwage tatwg i stabilng hodowle in vitro, komorki GL261
stanowiag dogodny model do badania mechanizméw molekularnych wplywajacych na

progresje GBM oraz badan nad nowymi strategiami ograniczania wzrostu z glejaka.

6.1.2. Hodowla komérek i stosowane warunki doswiadczalne

Komorki glejaka mysiego GL261 otrzymano od prof. Helmuta Kettenmana
(MDC, Berlin, Niemcy). Z komorek GL261 w wyniku stabilnej transfekcji plazmidem
kodujacym batko czerwonej fluorescencji tdTomato oraz enzym lucyferazg (luc)
otrzymano komérki glejaka GL261 tdTomato+luc+ (GL261 tdT luc*), jak opisano w
pracy (Ochocka i wsp., 2021). Komérki GL261 oraz GL261 tdT*luc* hodowano w
pozywce DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco) wzbogaconej 10%
surowica bydleca (ang. FBS, fetal bovine serum, Gibco). Po rozmrozeniu komoérki GL261
tdT*luc* hodowano w pozywce z dodatkiem 400 pg/ml G418 (Roche, Manheim,
Niemcy) przez dwa pasaze. Hodowle prowadzono w sterylnych jednorazowych
plastikowych butelkach przeznaczonych do hodowli komdrkowych. Do momentu

rozpoczgcia do$wiadczenia komorki pasazowano co 2-4 dni w zaleznosci od ich
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aktywnosci proliferacyjnej. Przy pasazowaniu komorek stosowano 0,25% roztwor
trypsyny z 0,02% EDTA (kwas edetynowy, Sigma). Bank komorek przechowywano w
temperaturze -80°C (do biezgcego uzytku) oraz w cicktym azocie w temperaturze -193°C
(w celu dluzszego przechowywania) w roztworze krioprotekcyjnym o sktadzie: 90%
surowica FBS i 10% DMSO (dimetylosulfotlenek, Sigma).

6.2. Model glejaka in vivo

6.2.1. Model zwierzecy

Obiektem badawczym w opisanych do§wiadczeniach byt samiec myszy domowe;j
(szczep C57BL/6J w wieku 8-12 tygodni) o wadze 20-25 g. Zwierzeta pochodzity z
hodowli prowadzonej w zwierzetarni Instytutu Biologii Do$wiadczalnej lub byly
sprowadzane z Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku. Dos$wiadczenia
przeprowadzono zgodnie z zasadami sztuki medycyny weterynaryjnej 1 etyki
eksperymentatora. Poszczegélne etapy doswiadczen przeprowadzano cisle wedtug
procedur zaakceptowanych przez Lokalng Komisj¢ Etyczng Nrl w Warszawie
(562/2018; 812/2019; 1049/2020). Zwierzgta przebywaty w zwierzetarni, w klatkach IVC
— linia Green Line IVC Model GM 500, powierzchnia podtogi w klatce: 501cm?,
producent: Tecniplast. Klatki byly wyposazone w $ciotke z celulozy oraz elementy
wzbogacenia srodowiska: material na gniazda z wioréw sosnowych oraz drewniane
gryzaki. Liczba zwierzat w jednej klatce: 5 sztuk, zwierzeta mialy staty dostep do wody
i paszy (przed i w trakcie eksperymentu). Myszy byty utrzymywane w cyklu dobowym:
12/12 (swiatto od 9.00 do 21.00), temperatura pomieszczenia: 21-23 °C, wilgotno$¢: 50-

60%, liczba wymian powietrza na godzine: 10-15.

6.2.2. Implantacja komorek glejaka do mozgu myszy

Do implantacji komodrek GI261 tdT* luc*przygotowywano zawiesing 80 tys.
komodrek w 1 ul DMEM. Komorki liczono przy uzyciu komory Burkera i mikroskopu
$wietlnego. Komorki do momentu implantacji przechowywano na lodzie, nie dtuzej
jednak niz przez 3 godz. Operacje wykonywano w sterylnych warunkach z
wykorzystaniem wysterylizowanych narze¢dzi. Myszy C57BL/6J — samce usypiano przy
uzyciu mieszaniny izofluranu (3-4% we wdychanym powietrzu) przez okoto 3 b w

komorze do wprowadzania w narkoze¢. PO uzyskaniu znieczulenia ogodlnego zwierze
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wazono. Nastepnie igla o $rednicy 0,33 mm podano podskérnie opioidowy $rodek
przeciwbolowy (Butomidor, 2 mg/kg) oraz niesteroidowy lek przeciwzapalny i
przeciwbdlowy (Meloksykam, 10 mg/kg). Zwierze unieruchomiono w aparacie
stereotaktycznym 1 utrzymywano w uspieniu wziewnym za pomocg mieszaniny
Izofluranu (1%) z tlenem przez caly czas trwania operacji. Nast¢pnie golono skore na
glowie zwierzecia oraz podawano znieczulenie miejscowe (Bupiwakaina, 0,5%)
podskdrnie w miejscu ciecia. Na oczy nan0Szono preparat zapobiegajagcy wysychaniu
(Vidisic zel) oraz gaziki ochraniajgce przed intensywnym o$wietleniem pola
operacyjnego. Po potwierdzeniu gleboko$ci znieczulenia (brak odruchéw po ucisku
opuszki palcowej oraz odruchu okostnowego po S$ci$nigciu kosci $rodstopia) na
powierzchni czaszki wykonano cigcie skory dlugosci ok. 0,5 cm. Z atlasu
stereotaktycznego (Paxinos i Franklin 2001) wybrano koordynaty prazkowia: AP
(anterior/posterior) = + 1,0 mm; L (lateral) = - 2 mm; DV (dorsal/ventral) = - 3 mm w
stosunku do punktu Bregmy. Po ustaleniu miejsca implantacji komérek glejaka, w
czaszce nawiercono otwor o $rednicy ok 1 mm, umozliwiajacy wprowadzenie igly o
$rednicy 0,46 mm. Igle wprowadzono do mozgu na glebokos¢ 3 mm, po czym podano
zawiesine komorek glejaka (8x10* komorek) w pozywce DMEM w catkowitej objetosci
1 pl, z szybkoscig 0,25 uL/min, bezposrednio do prawego prazkowia mozgu myszy. Po
implantacji iglt¢ wyciagano z predkoscia 1 mm/min, aby zapobiec zassaniu komorek przy
ruchu wstecznym. Rang cigtg skory zaszywano uzywajac nici niewchtanialnych (Mersilk)
1 igly o $rednicy 0,15 mm. Podczas catej czynnosci zwierzg przebywalo na macie
grzewczej utrzymujacej stala, fizjologiczng temperature ciata. Przez caly okres trwania
eksperymentu kontrolowano stan zdrowia zwierzat w celu wykrycia wszelkich oznak
dystresu lub cierpienia. W przypadku wystapienia takich objawoéw zwierz¢ zostato

wyeliminowane z dalszych czynnos$ci oraz poddane humanitarnemu usmierceniu.
6.2.3. Implantacja pomp osmotycznych dozujacych badany peptyd do mézgu myszy

Pompy osmotyczne byly przygotowywane (ang.’priming’) na dzien przed
planowang implantacjg. Do opisywanych doswiadczen uzywano nastepujacych pomp
firmy Alzet: model 2004: nr. kat.: 000298; obje¢tos¢ 200 pl, wymiary 3 cm x 0,7 cm,
tempo infuzji 0,25 pl/godz., maksymalny czas infuzji 28 dni; waga 1,1 g (Schemat 5).
Pompy wypehiano badanym peptydem lub roztworem kontrolnym (woda) w sterylnych

warunkach, a nastgpnie umieszczano w roztworze soli fizjologicznej w temperaturze
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37°C na okres 18 godz. bezposrednio przed implantacjg. Do doswiadczen z uzyciem
obrazowania rezonansem magnetycznym stosowano zamienniki standardowych kaniuli
do pomp (wykonane z materiatbw niemagnetyzujacych, bezpiecznych podczas
obrazowania przyzyciowego). Kaniule te pozyskiwano komercyjne z firmy Bilaney
Consultations GMBH, nr. kat.: 3280PM/PK/SPC, nazwa produktu z ang. “peak tubing
mouse connector 3 mm G). Procedura implantacji komoérek byta identyczna jak opisano
powyzej. Po implantacji komorek i powolnym wycofaniu igly, nacigcie skory
przedtuzano w kierunku doogonowym do okolicy karku. W okolicy karku w przestrzeni
podskornej wykonywano ,,kieszen” (po odpreparowaniu tkanki podskornej tej okolicy),
w ktorej umieszczana byla pompa osmotyczna. Pompa osmotyczna byta potaczona
cewnikiem polietylenowym z kaniula, ktorej koniec umieszczany byt w miejscu otworu
po implantacji komdrek glejaka. Implantowana pompa na zasadzie wyréwnywania
ci$nienia osmotycznego dozowata badang substancje w niej zawarta w sposob staty, z
ustalonym nate¢zeniem przeptywu. Nastepnie rana cigta skory byta zszywana przy uzyciu
nici niewchtanialnych (Mersilk) i igly o $rednicy 0,15 mm. Podczas catej procedury
zwierz¢ przebywalo na macie grzewczej utrzymujacej stala, fizjologiczng temperaturg
ciata, a po zakonczeniu implantacji przebywato pod obserwacja do momentu petnego
wybudzenia z narkozy. Przez trzy dni po operacji, zwierzeta otrzymywaly srodek
przeciwbolowy Meloksykam w dawce 2 mg/kg. Przez caly okres trwania doswiadczenia

codziennie kontrolowany byt stan zdrowia zwierzat oraz ich masa ciata, w celu wykrycia

Ja

wszelkich oznak dystresu.

Schemat 5. Implantacja pomp osmotycznych ALZET 2004.
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6.2.4. Podawane substancje terapeutyczne

Zwierzg¢ta z zaimplantowanym glejakiem byly losowo przydzielane do grup
doswiadczalnych. Inhibitor arginazy OAT-1746 (dostarczony przez firm¢ OncoArendi)
podawano dozotadkowo (50 mg/kg) dwa razy dziennie, poczawszy od pierwszego dnia
implantacji. Przeciwciato anty-PD-1 (BioLegend, GoIlnVivo™ Purified anti-mouse
CD279) oraz kontrole izotypowa (IgG) podawano w postaci iniekcji dootrzewnowych
(10 mg/kg) w 8, 10, 12 oraz 14 dniu po implantacji. Peptydy (peptyd RGD i peptyd
kontrolny RAE) syntetyzowane byly w firmie GeneScript. W celu zwigkszenia ich
stabilnosci peptydy byty modyfikowane poprzez acetylacj¢ na koncu C i amidacj¢ na
koncu N. Peptydy podawane byly zwierzetom doguzowo, w sposéb ciagly w postaci
wodnego roztworu (o stezeniu 2 mg/ml) za pomoca pomp osmotycznych, ktore
umieszczano pod skorg myszy bezposrednio po implantacji komorek glejaka (jak opisano

powyzej).

6.2.5. Przyzyciowe obrazowanie bioluminescencyjne guzéow tworzonych przez
komodrki GL261 tdT*luc* u myszy przy uzyciu urzadzenia Xtreme

Zwierzeta nastrzyknigto dootrzewnowo substratem do wizualizacji guza (sol
potasowa D-lucyferyny), rozpuszczonym w zbuforowanym roztworze soli fizjologicznej
(PBS) bez jondw Mg2* i Ca2" wedhug protokotu 10 ul/g masy ciata. Po uptywie 8 min
od podania substratu, zwierzeta poddano znieczuleniu ogélnemu przy uzyciu mieszaniny
2% lzofluranu i tlenu przez 2 min. Nastepnie zwierze utozono w komorze aparatu Xtreme,
na galk¢ oczng naniesiono zel przeciwdzialajacy wysychaniu (Vidisic zel). Po 10 min od
wstrzyknigcia substratu rozpocze¢to zbieranie sygnatu. Parametry obrazowania ustalono
nastgpujaco: czas ekspozycji 1 min; BIN (ang. ‘binning) 1x1; wysoka czutos¢; FOV 7,2,
fstop 1,1. Po przeprowadzeniu obrazowania bioluminescencyjengo wykonano zdjecie
radiograficzne zwierzgcia i nanoszono obraz bioluminescencji na zarys czaszki myszy.
Przyzyciowa wizualizacje wzrostu guza przeprowadzono w 14, 21 1 28 dniu, liczac od
dnia operacji. Objetos¢ guzow wyznaczano przy uzyciu dedykowanego oprogramowania
Bruker Molecular Imaging (MI) na podstawie intensywnosci sygnatu bioluminescenciji,
okreslanego w jednostkach foton/s/mm?. Obszar zbierania sygnatu (ROI, ang. region of
interest) obejmowat catg glowe zwierzecia i byt zastosowany taki sam do wszystkich

obrazéw w obrebie do§wiadczenia.
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6.2.6. Przyzyciowe monitorowanie wzrostu guza metodg obrazowania rezonansu
magnetycznego

Do pomiaru wielkosci guzéw w doswiadczeniach z uzyciem pomp osmotycznych
dozujacych peptydy wykorzystywano obrazowanie metoda rezonansu magnetycznego
(MRI). Badania wykonano w Laboratorium Rezonansu Magnetycznego Malych Zwierzat
(LRM) Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i1 Klinicznej PAN (imdik.pan.pl).
Laboratorium jest wyposazone w tomograf rezonansu magnetycznego przeznaczony do
zastosowan badawczych (Biospec 70/30 USR, Bruker Biospin, Ettlingen, Niemcy).
Aparatura wysposazona jest w konsole Avance III z systemem B-GA 20S (amplituda 200
mT/m). Myszy obrazowane byly przy uzyciu kombinacji cewki transmitujacej
cylindrycznej (Bruker, wewngtrzna $rednica 8,6 cm) oraz cewki odbiorczej dedykowanej
dla myszy (Bruker, 2x2). Zwierz¢ta byly transportowane z Instytutu Nenckiego w
klatkach IVVC linia Green Line IVC Model GM 500. Przed rozpoczeciem obrazowania
zwierzg wprowadzano w znieczulenie ogdlne (izofluran 3,5-4% w tlenie — indukcja, 1,5-
2% podtrzymanie anestezji). Nastepnie zwierze umieszczono na podgrzewanym
stoliku/tozeczku 1 umieszczono w skanerze MRI. W trakcie badania zwierze
utrzymywano w narkozie na stabilnym poziomie dzigki wziewnemu systemowi
podawania izofluranu. Podczas badania rezonansowego monitorowano parametry
fizjologiczne zwierzecia, w szczegdlnosci czestos¢ oddechow i temperature ciata. Czas
trwania pojedynczej sesji obrazowania nie przekraczat 1 godz. — czas badania skracano,
jesli dane zebrane w krotszym czasie umozliwialy otrzymanie wiarygodnych wynikow.
Obrazowano w sekwencji T2 zaleznej przy uzyciu cewki cylindrycznej nadawczo-
odbiorczej o wymiarach 8,6 cm. Wszystkie sesje obrazowania rozpoczynaty si¢ od
protokotu lokalizatora skladajacego si¢ z trzech ortogonalnych skanéw w celu
doktadnego umieszczenia zwierzecia w srodku magnesu. W celu oceny objgtosci struktur
mozgowych uzyskano strukturalne poprzeczne obrazy obejmujace caly mézg za pomoca
T2 zaleznej TurboRARE (TR/TEeff = 7000/30 ms, wspotczynnik RARE = 4,
rozdzielczos¢ przestrzenna = 86 um X 86 um x 350 um, 42 warstwy, bez przerwy, liczba
srednich (NA) = 4, czas skanowania ~ 23 min). Zwierz¢ta po obrazowaniu wybudzano
pod nadzorem weterynaryjnym, nast¢pnie przetransportowywano z powrotem do
Instytutu Nenckiego. Objeto$¢ guzoéw wyznaczano na podstawie analizy skanOw w
sekwencji T2 zaleznej przy uzyciu oprogramowania Osirix (Pixmeo, Geneve,

Switzerland).
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6.2.7. Postepowanie w koncowym punkcie doswiadczenia - uSmiercenie i dysekcja
mozgu w celu preparatyki materialu

Po uptywie 14, 21 lub 28 dni od implantacji, zaleznie od rodzaju dos§wiadczenia,
zwierzgta wprowadzano w narkoze¢ przy uzyciu Izofluranu (4% w tlenie/3 min) w
komorze do usypiania zwierzat, a nastgpnie narkoze poglebiano przy uzyciu Ketaminy
(75 mg/kg dootrzewnowo) i Ksylazyny (1 mg/kg dootrzewnowo). Po zaniku objawdéw
glebokiego czucia otwierano klatke piersiowa w celu odstonigcia serca. Nastepnie
wprowadzano igle do perfuzji przez lewa komore serca do aorty wstepujace;,
jednoczes$nie nacinajac prawy przedsionek serca w celu odbarczania serca w czasie
perfuzji. Perfuzja prowadzona byla z wykorzystaniem pompy perystaltycznej, w sposodb
typowy, poczatkowo zbuforowanym zimnym roztworem soli (2-3 min 50 ml 0,1 M PBS
-pH =7,4 schlodzonym do temperatury 4°C, do doswiadczen z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej, sortowania komodrek oraz RNAseq), a nastgpnie z
zastosowaniem roztworu paraformaldenydu (50 ml schlodzonego 4% PFA
rozpuszczonego w 0,1 M PBS - pH = 7,4, do doswiadczen z wykorzystaniem barwien
immunofluorescencyjnych oraz analizy histologicznej guzéw). Po perfuzji wykonywano
dysekcje mézgu. Mozgi przeznaczone do barwien utrwalano przez 24 godz. w 4% PFA
w 4°C, nastgpnie umieszczano w 30% roztworze sacharozy rozpuszczonej w 0,1 M PBS
w 4°C w celu zabezpieczenia przed pekaniem w trakcie zamrazania i utrzymywano do
momentu, gdy opadly na dno falkonu, a nastgpnie zamrazano na suchym lodzie i
przechowywano w temperaturze -80°C. M06zgi przeznaczone do analizy cytometrycznej
i RNA-seq lub oznaczania cytokin umieszczano w zimnym roztworze HBSS (Gibco) i
poddawano, odpowiednio, dysocjacji do uzyskania jednorodnej zawiesiny komorek lub

homogenizacji.

6.2.8. Wyznaczanie objetosci guzow na podstawie histologicznej oceny skrawkow
mdbzgu

Do oceny wielkos$ci guzow skrawki mozgu o grubosci 12 pm naktadano na
polilizynowane szkietka podstawowe (Thermo Scientific), suszono, odwadniano i
zamykano w balsamie zapobiegajacym wygaszaniu fluorescencji. Poniewaz
implantowane komérki glejaka GL261 tdT* luc™ cechowaly si¢ stalg ekspresjg biatka
fluorescencyjnego tdTomato, dodatkowe barwienie preparatow nie bylo potrzebne.

Zdjecia preparatow wykonywano w mikroskopie Leica DM4000 B, nastepnie przy
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uzyciu oprogramowania mikroskopu obrysowywano powierzchni¢ przekroju guzow i
wyliczano ich pole powierzchni. Na szkietka do wyliczenia objetosci guzow zbierano co
piaty skrawek, dlatego odleglo$¢ miedzy kolejnymi skrawkami o znanym polu
powierzchni guza wynosita 60 um. Do wyznaczenia objetosci guza wykorzystano
nastepujacy wzor:

V = (Pi x 0,06) * suma wszystkich pdl

V - objetosé guza w mm?

0,06 - odlegtosé miedzy kolejnymi skrawkami w mm
Pi - pole powierzchni i-tego skrawka w mm?

6.3. Preparatyka tkanki moézgowej do analizy cytometrycznej i sortowania komoérek

6.3.1. Przygotowanie pojedynczej zawiesiny komorek z mézgu myszy

Zwierzeta kontrolne oraz poddane terapii usmiercano w 14, 21 lub 28 dniu po
implantacji oraz poddawano perfuzji zimnym PBS-em w celu usuni¢cia krwinek z
mozgu. Nastepnie wypreparowano mézgi i potkule mézgoéw z guzem lub cate mozgi (W
przypadku zwierzat bez guzéw) dysocjowano enzymatycznie. Dysocjacje
przeprowadzono w urzadzeniu GentleMACS Octo Dissociator (Miltenyi Biotec) zgodnie
z protokotem producenta, przy uzyciu zestawu do dysocjacji tkanki nerwowej z papaing
(Miltenyi Biotec) — dla doswiadczen z inhibitorem arginazy lub z wykorzystaniem
mieszaniny 0,5 mg/ml DNazy | (DN25, Sigma-Aldrich) i 2,5 mg/ml kolagenazy IV
(Merck) w DMEM (Gibco) — do doswiadczen z peptydem RGD. Zastapienie papainy
innymi enzymami wynikato z konieczno$ci zabezpieczenia epitopéw komoérek CD8*. Po
obrobce enzymatycznej uzyskang zawiesing komorek przefiltrowano przez sitka o
srednicach porow kolejno 70 um i 40 um, przeptukujac roztworem soli HBSS (Hank’s
Balanced Salt Solution) z wapniem i magnezem (Gibco), i nastepnie odwirowano przy
300 g, 4°C przez 10 min. W celu usuniecia mieliny, osad zawieszono w 25 ml zimnego
roztworu (o sktadzie: 18,9 mL buforu gradientowego zawierajacego 5,65 mM
NaH2PO4H>0, 20 mM Na;HPO42(H-0), 135 mM NaCl, 5 mM KCI, 10 mM glukoza, pH
7,4; 55 ml Percoll (GE Healthcare); 0,6 ml 1,5 M NaCl), na ktory delikatnie

nawarstwiono 5 ml zimnego PBS i catos¢ odwirowano przez 20 min przy 950 g i 4°C,
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bez przyspieszania i hamulcoéw. Po odwirowaniu, oddzielong warstwe mieliny ostroznie
usuni¢to z powierzchni styku warstwy PBS i warstwy dolnej, a nastepnie odciaggnigto
pozostaty supernatant. Osad komorkowy zawieszono w buforze PBS i zliczono komorki

wykorzystujac urzadzenie NucleoCounter (Chemometec).
6.3.2. Cytometria przeplywowa

Bezposrednio po dysocjacji tkanki mozgu przeprowadzono procedure barwienia
do analizy metodg cytometrii przeptywowej. Probki trzymano na lodzie bez ekspozycji
na $wiatto. Przed wybarwieniem przeciwciatami, komoérki zawieszono w LiveDead
Fixable Violet Dead Stain (ThermoFisher) lub Fixable Viability Dye eF506 (eBioscience)
(1:1000 w PBS) i inkubowano przez 10 min w celu wyznakowania i wykluczenia w
dalszej analizie komorek martwych. Rownolegle przygotowywano kontrole pozytywna
do tego oznaczenia usmiercajac niewielkg porcj¢ komorek z zawiesiny przez 10 minArgl
w temperaturze 60°C. W kolejnym etapie komorki przeptukano buforem FACS Stain (BD
Pharmingen), zawieszono w CD16/CD32 Fc Block™ (BD Pharmingen) rozcienczonym
w stosunku 1:250 i inkubowano przez 10 min, w celu zablokowania receptorow
FcyRIN/IT i zmniejszenia niespecyficznego wigzania przeciwciat. Nastepnie do zawiesiny
komdrek dodawano przygotowy wczesniej roztwor przeciwciat (specyfikacje przeciwciat
i rozcienczenia - tabela 2). Do wykrywania antygendéw powierzchniowych komorek
wykorzystano nastepujace przeciwciata (nazwa klonu w nawiasie): CD45 (30-F11),
CD11b (M1/70), CD3e (145-2C11), CD8a (53-6,7), CD4 (GK1,5), CD25 (PC61,5),
CD44 (IM7), CD49d (R1-2), CD62L (MEL-14), CD137 (17B5), CD274 (MIH5), CD279
(J43), F4/80 (BM8), Ly6C (AL-21), Ly6G (1A8), CD11c (N418), NK1.1 (PK136). W
przypadku barwienia biatek wewnatrzkomorkowych, Argl, Ki67 i Foxp3, komorki
utrwalano w specjalnym buforze (bufor do utrwalania/permeabilizacji Foxp3,
eBioscience), a nast¢pnie inkubowano z odpowiednio rozcienczonymi przeciwciatami.

W celu oceny poziomu produkcji cytokine, $wiezo wyizolowane komorki z potkul
moézgowych zawieszono w pozywce hodowlanej zawierajacej: 50 ng/ml PMA, 1 ug/ml
jonomycyny (Sigma Aldrich) oraz koktajl inhibitorow transportu biatek (brefeldyna,
monenzyna w koncowych stezeniach odpowiednio 10,6 uM i 0,2 mM; Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) na 4 godziny. Nastepnie komorki te byly procesowane w celu
barwienia antygendéw powierzchniowych i wewnatrzkomorkowych (cytokiny zostaty

zatrzymane wewnatrz komorek), jak opisano powyze;.
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Wszystkie przeciwciala zostaly zmiareczkowane przed barwieniem w celu
ustalenia ilosci dajacej najlepszy wskaznik barwienia. Dane pozyskano za pomocag
cytometru BD LSR Fortessa Analyzer i1 przeanalizowano za pomocg oprogramowania
FlowJo (v. 10.5.3, FlowJo LLC, BD). Strategie bramkowania przedstawiono na
Schemacie 6. Bramki ustawiono na podstawie kontroli FMO (ang. fluorescence-minus-
one). Do analiz tSNE kazda probka zostata poddana przetworzeniu ,,downsample”, aby
uzyska¢ 10 000 komorek CD45*CD11b" (w przypadku analizy dla komdrek
mieloidalnych) lub CD45°CD11b(w przypadku analizy dla komérek limfoidalnych).
Nastepnie wszystkie probki zostaly potaczone i przetworzone przy uzyciu okreslonych
wtyczek w FlowJo v10. Procedura cytometrii prowadzona byla we wspotpracy z dr
Julianem Swatlerem z Laboratorium Cytometrii oraz dr Salwadorem Cyranowskim z

Pracowni Neurobiologii Molekularnej Instytutu Nenckiego.

Tabela 2. Lista przeciwcial oraz odczynnikow uzytych do cytometrii przeplywowej

Arginase 1 Monoclonal Antibody Life Technologies Corp. 48-3697-82 1:100
(AlexFb5), eFluor 450 Carlsbad, CA, USA

CD3e (145-2C11), Hamster Anti- BD 563004 1:100

Mouse, BV605

CD8a Monoclonal Antibody (53- Life Technologies Corp. 61-0081-82 1:200
6.7) PE-eFluor 610 Carlsbad, CA, USA

CD4 Rat Anti-Mouse BUV496 BD 741051 1:200

CD11b Rat Anti-Mouse (M1/70), BD 553310 1:800

FITC
CD11b Rat Anti-Mouse (M1/70) BD 553311 1:800
PE
CD11b Rat Anti-Mouse (M1/70) BD 557960 1:800
AF-700

CD25 Monoclonal Antibody Life Technologies Corp. 47-0251-82 1:50
(PC61.5) APC-eFluor 780 Carlsbad, CA, USA

CD44 Monoclonal Antibody Life Technologies Corp. 56-0441-80 1:100
(IM7) Alexa Fluor 700 Carlsbad,CA,USA

CD45,Rat Anti-Mouse (30-F11) BD 561868 1:800

PE-Cy7
CD49d Rat Anti-Mouse, FITC Biolegend 103606 1:400
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CD62L (L-Selectin) Monoclonal Life Technologies Corp. 11-0621-82 1:400
Antibody (MEL-14), FITC Carlsbad, CA, USA
CD137 Monoclonal Antibody Life Technologies Corp. 46-1371-82 1:100
(17B5) PerCP-eFluor 710 Carlsbad, CA ,USA
CD274 (PD-L1, B7-H1) Life Technologies Corp. 63-5982-82 1:100
Monoclonal Antibody (MIH5), Carlshad, CA, USA
Super Bright 600
CD279 Hamster Anti-Mouse BD 562671 1:100
(J43), APC
F4/80 Monoclonal Antibody Life Technologies Corp. 61-4801-82 1:100
(BM8), PE-eFluor 610 Carlsbad, CA, USA
FOXP3 Monoclonal Antibody Life Technologies Corp. 48-5773-82 1:100
(FIK-16s) eFluor 450 Carlsbad, CA,USA
Ly6C Rat Anti-Mouse (AL-21) BD 560595 1:200
APC
Ly6G Rat Anti-Mouse (1A8), BD 560602 1:200
PerCP-Cy5.5
MHC Class | Rat Anti-Mouse BD 750281 1:200
(M5/114.15.2), BUV496
Ki67 Mouse (B56), PerCP-Cy5.5 Biolegend 561284 1:200
IFN, Rat Anit-Mouse, (XMGL1.2), Biolegend 505840 1:50
BV 605
Odczynniki
LiveDead Fixable Violet Dead ThermoFisher L34955 1:1000
Cell Stain
Fixable Viability Dye eF506 eBioscience 65-0866 1:1000
Stain Buffer BD Pharmingen 554656
anti-mouse CD16/CD32 Fc Block BD Pharmingen 553141 1:250
Protein transport inhibitor cocktail Life Technologies Corp., 00-4980
(brefeldin/monmnesin) 500 x Carlsbad CA, USA
lonomycin calcium salt from Sigma Aldrich; St. Louis, 10634,

Streptomyces conglobatus

MO, USA
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Schemat 6. Strategia bramkowania komérek dla panelu mieloidalnego
i limfoidalnego.
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6.3.3. Sortowanie komérek CD11b*

Bezposrednio po dysocjacji tkanki mozgu, wyizolowane komoérki zostaty
zawieszone w roztworze LiveDead Fixable Violet Dead Cell Stain (ThermoFisher) w
PBS (1:1000), w gestosci 1-108 komorek na 100 pl, aby wyznakowaé i wyeliminowagé
martwe komorki z pozniejszych etapow analizy. Po 10 min inkubacji w temperaturze 4°C
komorki przemyto dwukrotnie buforem ( FACS Stain BD Pharmingen) i zawieszono w
roztworze CD16/CD32 FcBlock™ (BD Pharmigen) w gestosci 1-10° komdrek na 100 pl,
w celu zablokowania niespecyficznego wigzania przeciwcial. Komdrki barwiono
przeciwciatem CD11b (klon M1/70) znakowanym FITC (BD Pharmingen) i CD45 (klon
30-F1) znakowanym PE-Cy7 (BD Pharmingen) przez 20 min w temperaturze 4 °C.
Nastepnie komorki zostaty dwukrotnie przeptukane buforem FACS Stain i sortowane do
20% FBS w PBS. Procedura sortowania komorek zostata wykonana w Pracowni
Cytometrii Przeplywowej Instytutu Nenckiego, zgodnie 2z wustalong strategia
bramkowania (Schemat 7).

90w =

150K = a1s

SSC-A
FSC-H
SSC-H

FSC-A FSC-A SSC-A

|

SSC-A
SSC-A

CD11b FITC

Schemat 7. Strategia bramkowania komdrek CD11b* poddanych sortowaniu

6.4. 1zolacja RNA

Bezposrednio po wysortowaniu, komérki CD11b* odwirowano i poddano lizie w
celu dalszej izolacji RNA przeprowadzanej przy uzyciu zestawu RNeasy Plus Mini Kit
(Qiagen), zgodnie z protokotem producenta. Zard6wno wspotczynnik integralnosci RNA

(RIN, RNA Integrity Number), jak i stgzenie wyizolowanego RNA oceniano przy uzyciu
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zestawu do elektroforezy mikrokapilarnej (2100 Bioanalyzer, Agilent) i oprogramowania
2100 Expert (Agilent).

6.5. Przygotowanie biblioteki mRNA i sekwencjonowanie RNA

Do sekwencjonowania przygotowano niciowo-specyficzne biblioteki mMRNA (2-4
powtorzenia biologiczne / grupe doswiadczalng) przy uzyciu zestawu KAPA Stranded
mMRNA-Seq Kit (Kapa Biosystems, MA, USA). mRNA zawierajace ogony poli-A
oczyszczono ze 100 ng catkowitego RNA przy uzyciu kulek magnetycznych oligo-poli-
T (Kapa Biosystems, MA, USA). Nastepnic mRNA zostato pofragmentowane, a pierwsza
ni¢ ¢cDNA zostata zsyntetyzowana przy uzyciu odwrotnej transkryptazy i losowych
starterow (random hexamers). W celu uzyskania dwuniciowych (ds) cDNA, po usunigciu
matryc RNA przeprowadzono synteze drugiej nici cDNA, do ktorej wbudowywane byto
dUTP zamiast dTTP. Do nici dsDNA dodano nastepnie zasady "A" do koncow 3' i
poddano je ligacji z adapterami z firmy NEB, po czym przeprowadzono trawienie uracylu
przez enzym USER (NEB, MA, USA). Amplifikacj¢ fragmentéw z przylaczonymi
adapterami na obu koncach przeprowadzono metoda PCR przy uzyciu starterow
zawierajacych barkody TruSeq (NEB, Ipswich, MA, USA). Koncowe biblioteki
analizowano przy uzyciu urzadzenia Bioanalyzer i chipow Agilent DNA High Sensitivity
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) w celu potwierdzenia wielkosci
fragmentéw (~300 pz). Oznaczanie ilo$ciowe przeprowadzono przy uzyciu fluorymetru
Quantus i zestawu do pomiaru stezenia dsSDNA QuantiFluor dsDNA System (Promega,
Madison, Wisconsin, USA). Biblioteki naktadano na ptytke przeptywowa w stezeniu 8,5
pM i poddawano sekwencjonowaniu w trybie ,,rapid run” z uzyciem platformy Illumina
HiSeq 1500. Sekwencjonowanie przeprowadzono we wspOlpracy z dr Bartlomiejem

Gielniewskim i dr Bartoszem Wojtasiem z Pracowni Sekwencjonowania.

6.6. Przetwarzanie i analiza danych

Za pomoca narzedzia Trimmomatic (Bolger, Lohse, i Usadel 2014) (wersja 0.36)
odflitrowano niskiej jakosci odczyty z plikow FASTQ. Uzyskane odczyty
sekwencjonowania RNA dopasowano do referencyjnej sekwencji genomu myszy
(mm10) za pomocg STAR aligner (Dobin i in. 2013) (wersja 2.6.1b) przy uzyciu opcji
two-pass Mode Basic. Zduplikowane odczyty zostaly nastgpnie zidentyfikowane i

oznaczone za pomocg Picard Tools (wersja 2.17.1) (broadinstitute.github.io/picard/).
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Kwantyfikacje odczytow przypisanych do genow przeprowadzono przy uzyciu
narzredzia bioinformatycznego HTSeg-count (wersja 0.11.1), z wiaczonym trybem
,,paired mode” (-p) i trybem ,,reverse stranded mode” (-s reverse). W analizie uzyto tylko
odczyty z wartosciami MapQ rownymi 10 lub wyzszymi, pozostate odfiltrowano. Analize
roznicowej ekspresji gendw wykonano wykorzystujac metody NOIlseq lub DESeq. W
doswiadczeniu z uzyciem OAT-1746, aby zidentyfikowa¢ rdznice transkryptomiczne
mi¢dzy grupami, przeprowadzono analiz¢ roznicowej ekspresji gendw przy uzyciu
metody DESeq. Zwierzeta kontrolne (z guzem, lecz nieotrzymujace zadnej z badanych
substancji) przyjeto za grupe odniesienia i poréwnano wyniki dla probek z tej grupy z
grupami OAT-1746, anty-PD-1 oraz kombinacjg. Natomiast w do§wiadczeniu z uzyciem
peptydu RGD, przeprowadzono analize roznicowej ekspresji genow przy uzyciu metody
NOlseq, przyjmujac za grupe odniesienia zwierzeta z guzem, ktore otrzymywaty poprzez
pompy osmotyczne jedynie wode. W celu identyfikacji zestawow gendw
nadreprezentowanych w wynikach analizy roznicowej ekspresji genow przeprowadzono
analizy wzbogacenia wybierajac w pierwszym kroku geny, ktorych ekspresja zmieniata
si¢ pomiedzy grupami w sposéb statystycznie istotny (skorygowane wartosci p < 0,05)
lub alternatywnie przy uzyciu narz¢dzia fgsea na genach uszeregowanych wedlug
krotno$ci zmiany. W analizach wykorzystano zbiory genéw powigzanych z okreslonymi
szlakami i funkcjami biologicznymi wedlug definicji baz danych KEGG i GO. Do
wizualizacji danych zostaty uzyte pakiety R, takie jak: clusterProfiler (ref), VennDiagram
I ggplot2. Analizy wykonano we wspolpracy z dr Adria — Jaume Roura i Szymonem
Baluszkiem z Pracowni Neurobiologii Molekularne;j.

6.7. Barwienie immunofluorescencyjne

W celu przygotwania materialu do barwienia immunohistochemicznego
bezposrednio po uSmierceniu zwierzecia wypreparowang tkanke mozgu zamrozono w
podtozu do zamrazania tkanek (Leica Biosystems, Richmond, IL, USA) i poci¢to na
skrawki o $rednicy 12 pum za pomoca kriostatu. Skrawki umieszczano na szkietkach
podstawowych i przechowywano w temperaturze -80°C. Bezposrednio przed barwieniem
szkietka suszono w temperaturze pokojowej przez 2 godz.. Blokowanie miegjsc
nieswoistego wigzania przeciwcial przeprowadzono przez 1 godz. w temperaturze

pokojowej w roztworze blokujacym o sktadzie 10% surowica o$la 1 0,1% TritonX 100 w
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PBS. Preparaty inkubowano w roztworze przeciwcial pierwszorzedowych: krolicze
przeciwciato anty-lba-1, kozie anty-Argl lub szczurze anty-CD8. Nast¢pnego dnia
preparaty ptukano trzykrotnie przez 5 min w PBS i inkubowano przez 2 godz. w
ciemnosci z roztworem przeciwciat [I-rzgdowych w temperaturze pokojowej. Wszystkie
przeciwciata rozcienczono w 0,1% roztworze Triton X-100/PBS zawierajacym 3%
surowicy oslej. Po zakonczniu inkubacji z przeciwciatami II-rzgdowymi wykonywano
barwienie jader komoérkowych odczynnikiem DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol)
(Vectashield Mounting Medium, Vector Labs) w st¢zeniu 1:1000 w PBS. Nastepnie
preparaty zamykano szkietkiem nakrywkowym w Fluorescent Mounting Medium (Dako)
zapobiegajacym wygaszaniu fluorescencji. Preparaty analizowano za pomoca
mikroskopu Olympus (Fluoview, FV10i) oraz mikroskopu fluorescencyjnego Leica
DM4000B.

Tabela 3. Przeciwciala uzywane w barwieniach immunohistochemicznych.

Anty-krolicze
1gG sprzgzone z
Alexa Fluor 488
Arg-1 Novus 1:100 Anty-kozie 19gG 1:1000

sprzgzone z
Alexa
Fluor 555
CD8 Abcam 1:200 Anty-szczurze 1:1000

1gG sprzgzone z
Alexa Fluor 488

6.8. Oznaczenie stezenia L-argininy oraz OAT-1746 w osoczu i homogenatach
mozgow

W celu oznaczenia L-argininy zebrano osocze oraz mozgi od zwierzat kontrolnych
i otrzymujacych OAT-1746. Prdobki poddano homogenizacji w 5% kwasie

trichlorooctowym, a nast¢gpnie zmierzono st¢zenie substratu arginazy przy uzyciu
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chromatografii cieczowej potaczonej ze spektrometria mas (LC-MS). W cyklu
mocznikowym arginaza rozszczepia argining, tworzac mocznik i ornityng¢. Ornityna
reaguje z fosforanem karbamoilu, tworzac cytruling.

W homogenatach mézgowych przygotowanych do pomiaréw L-argininy oraz w
probkach osocza okreslano rowniez stezenia leku OAT-1746, ktory podano zwierzetom
2 godziny przed usmierceniem, wykorzystujac metod¢ LC-MS. Dos$wiadczenia

wykonane zostaty we wspotpracy z firmg Molecure S.A.

6.9. Ocena stabilnosci peptydu RGD

Peptyd RGD rozpuszczono w wodzie w stezeniu 2 mg/ml i inkubowano w pompie
osmotycznej przez 1, 71 14 dni w temperaturze 37°C. Badanie stabilnosci peptydu zostato
przeprowadzone w Laboratorium Badan Strukturalnych i Fizyko-Chemicznych CePT
UW przez Mgr Barttomieja Fedorczyka. Do badan wykorzystano wysokorozdzielczy
spektrometr mas LCMS-IT-TOF, sprzgzony z HPLC Prominence z detektorem PDA,
wyposazony w putapke jonowa (IT), detektor czasu przelotu (TOF) oraz zrédto jonow
elektrosprej (ESI). Widma masowe zostaly zarejestrowane w trybie jonow dodatnich,

przy uzyciu oprogramowania LCMS solution dostarczonego przez firm¢ Shimadzu.

WARUNKI HPLC:

e kolumna chromatograficzna: Jupiter Proteo C12, 2.1 x 250 mm, 4 um,
Phenomenex

e faza A: 0.1 % HCOOH w wodzie MilliQ

e fazaB:0.1% HCOOH w ACN

e nastrzyk: 1 pl

e przeptyw: 0.35 ml/min

e czas analizy 55 min

e temperatura pieca: 30 C

e detektor PDA: 190-800 nm

e gradient:0-25min 50% B, 25-30 min 95% B, 30-35 min 95% B, 35-40 min 5% B,
40 - 55 min 5B.
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WARUNKI MS:

zrédlo jonow: ESI

e tryb jonizacji: dodatni

e zakres mas: 100 - 2000 Da

e akumulacja jonow: 10 ms

e temperatura interfejsu: 250 C

e temperatura bloku grzewczego: 520C

e przeplyw gazu rozpylajacego: 1,5 I/min
6.10. Pomiar stezenia cytokin w homogenatach médzgowych oraz we krwi

Cytokiny pro- i przeciwzapalne mierzono we krwi i homogenatach mozgu
zwierzat zdrowych, zwierzat z guzem oraz zwierzat z guzem, ktorym podawano badane
substancje lub ich kombinacje. Krew pobierano przed perfuzja. Aby uzyskac¢ surowice,
krew pozostawiono na 30 min do skrzepnigcia, a nastgpnie probki odwirowano (1000 x
g, 10 min w temperaturze pokojowej). Surowicg pobrano i przechowywano w
temperaturze -80°C. Krew do do$wiadczen z OAT-1746 zostata pobrana do probowek z
antykoaugulantem (EDTA). Nast¢pnie probki te odwirowano (1000x g, 10 min w
temperaturze pokojowej). Osocze zebrano i przechowywano w temperaturze -80°C do
Czasu wykonawania oznaczen.

Homogenaty mozgu przygotowano poprzez dodanie rownej objetosci buforu do
lizy komdrkowej (Cell Lysis Buffer 2, R&D Systems, Minneapolis, MN,USA) do
zdysocjowanych tkanek moézgowych. Probki inkubowano nastepnie w temperaturze
pokojowej przez 30 min, a zanieczyszczenia usuni¢to przez odwirowanie. Probki
przechowywano w temperaturze -80°C.

Poziomy cytokin mierzono za pomocg zestawu Luminex Assay Mouse Premixed
Multi-Analyte Kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), zgodnie z protokotem.
Technologia ta opiera si¢ na uzyciu mieszaniny kulek polistyrenowych, ktore
oplaszczone sg specyficznymi przeciwciatami rozpoznajacymi badane biatka w probee
(kulki do pomiaru konkretnej cytokin majg okreslony rozmiar i intensywnos$¢
fluorescencji). Do oznaczenia wykorzystano urzadzenie MAGPIX (Luminex, TX, USA)
z oprogramowaniem XPonent. Wyniki dla kazdej cytokiny wyrazono w pg/ml dla probek

surowicy 1 pg/mg bialka dla homogenatow mozgu. Stgzenie biatka w homogenatach
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moézgu oszacowano za pomocg odczynnika Bradforda (SigmaAldrich), a ggstosci
optyczne przy dtugosci fali 570 nm zmierzono za pomoca czytnika ptytek Synergy HTX
(BioTek).

6.11. Analiza statystyczna

Wyniki liczbowe przedstawiono jako $rednig +/- SD (standard deviation). Analize
statystyczng roznic pomiedzy badanymi grupami przeprowadzono z wykorzystaniem
testu t-studenta lub U Manna-Withneya (dla dwdch poréwnywanych grup) oraz
jednokierunkowej analizy wariancji ANOVA (dla poréwnan wielowariantowych),

stosujac program GraphPad Prism. Roznice uznawane za istotne statystycznie okreslono

jako : *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

6.12. Programy graficzne

Schematy 1-5 we Wstepie oraz w rozdziale Materialty i Metody zostaty
przygotowane w programie BioRender.com
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7.WYNIKI

7.1. Ocena przeciwnowotworowego dzialania inhibitora arginazy oraz jego wplywu
na wzrost glejaka u myszy w polaczeniu z przeciwcialem anty-PD-1

Inhibitor arginazy OAT-1746 zostal zaprojektowany 1 zsSyntetyzowany w
Molecure S.A. w Warszawie. Badania prowadzone przez firm¢ Molecure z
wykorzystaniem OAT-1746 wykazaly, iz zwigzek ten hamuje ARG1/2 w niskich
stezeniach nanomolowych. Ponadto wykazano jego znaczng skuteczno$é
przeciwnowotworowa w réznych modelach nowotwor6éw innych niz glejak. OAT-1746 i
dwa zwiazki referencyjne zbadano w testach biochemicznych pod katem zdolnosci do
hamowania aktywno$ci arginazy. OAT-1746 hamowat aktywno$¢ rekombinowane;j
ludzkiej ARG1 lepiej niz dwa zwiagzki referencyjne (Pilanc i wsp., 2021). Wyniki te
wskazuja na skutecznos¢ nowego zwiazku w badaniach przedklinicznych. W niniejsze;j
rozprawie oceniono przeciwnowotworowe dziatanie nowego inhibitora w mysim modelu

glejaka GL261.

7.1.1. OKreslenie ekspresji ARG1/ARG2 w probkach ludzkich glejakéw

Korzystajac z danych transkryptomicznych z bazy danych TCGA (ang. The
Cancer Genome Atlas) zbadano poziom ekspresji ARG1 oraz ARG2 w ludzkich glejakach
o roznym stopniu ztosliwosci (ang. grade, G): G2, 3, 4 wedtug WHO. Najwyzszy poziom
MRNA stwierdzono w glejakach ztosliwych G4 (Rycina 1A). W celu okre$lenia
komorkowego zrodta ARG1 oraz ARG2 w GBM wykorzystano publiczne dane z
sekwencjonowania pojedynczych komorek z 10 probek guzow od pacjentow

udostgpnione na portalu SingleCell (https://singlecell.broadinstitute.org/) i sprawdzono

ekspresje tych gendw w roznych populacjach komorek. W analizowanym zbiorze danych
wyr6ozniono 4 typy komorek: komorki ztosliwe, makrofagi, oligodendrocyty oraz
limfocyty cytotoksyczne T. Stwierdzono, ze ekspresja ARG1 oraz ARG2 wystepuje

gtownie w komorkach zto§liwych oraz w mniejszym stopniu GAMs (Rycina 1B)
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Rycina 1. Ocena ekspresji arginaz w prébkach ludzkich glejakéw.

(A) Ekspresja ARG1 oraz ARG2 w glejakach réznego stopnia ztosliwosci (G2-G4 wg WHO) w zbiorach
danych TCGA. Istotnos¢ statystyczna zostata okre$lona testem Honest Significant Difference (HSD)
Tukeya; p < 0,001. (B) Ekspresja ARG1 oraz ARG2 w komorkach zto§liwych i GAMs (makrofagi) w 10
prébkach GBM z sekwencjonowania pojedynczych komdrek (dane publiczne).

7.1.2. Okreslenie typu komorek wykazujacych ekspresje Argl w mysim glejaku
GL261

Wykorzystujac dane z sekwencjonowania RNA pojedynczych komorek
(scRNAseq, ang. single-cell RNA sequencing) w populacji komérek CD11b* (uzyskane
w Pracowni Neurobiologii Molekularnej), wyizolowanych z guzéw u myszy w 14 dniu
po implantacji komdrek mysiego glejaka GL261, przeanalizowano ekspresj¢ Argl oraz
Arg2 w odrebnych subpopulacjach. Stwierdzono, ze niewielki odsetek komdrek
mikrogleju wykazuje ekspresje Argl (< 1%) lub Arg2 (<0,1%). Oba geny mialy wyzsza
ekspresje w populacji Mo/M® (odpowiednio 11% i 6% komoérek wykazujgcych ekspresje
danego genu). Poziomy ekspresji Argl byty znacznie wyzsze niz poziomy mRNA Arg2,
zarowno w mikrogleju, jak i Mo / M® (Rycina 2A).

W celu potwierdzenia danych transkryptomicznych, oceniono poziom biatka Argl
za pomocg cytometrii przeplywowej w wyizolowanych komérkach CD11b* z potkul
mozgu zwierzat z glejakiem w 21 dniu po implantacji komorek glejaka GL261 (Rycina
2B). Odsetek komdrek Argl* byt wyzszy w Mo/M® naciekajacych z krwi obowodwej
(CD11b*CD45"¥*°K) niz w rezydentnym mikrogleju (CD11b*CD45'°%), co bylo zbiezne
z wynikami analizy scCRNA-seq .
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Rycina 2. Ekspresja Argl/Arg2 w mysim glejaku GL261.

(A) Wykresy UMAP komoérek CD11b* z glejakéw GL261 (n = 8). Klastry zidentyfikowano jako
mikroglej, monocyty/makrofagi (Mo/ M®) i BAM. Wykresy przedstawiajace osobno mRNA Argl oraz
Arg2 $wiadczace o wysokiej ekspresji w populacji Mo/M®. (B) Analiza cytometryczna poziomu Argl w
komérkach mikrogleju (CD11b* CD45"k€) j Mo/M® (CD11b* CD45"¢) w mysim glejaku GL261 (n =
10); Wilcoxon test **p < 0,01.

Wyniki te pokazaty, ze w mysim glejaku GL261 dominujaca izoforma jest Argl,
a za wysoki poziom tego biatka w guzie odpowiadajg w wigkszym stopniu makrofagi
naciekajace glejaka niz rezydentny mikrogle;.
7.1.3. Ocena biodystrybucji i aktywnosci in vivo inhibitora arginazy OAT-1746 u

myszy z glejakiem

Przed przystapieniem do oceny dziatania przeciwnowotworowego inhibitora
arginazy OAT-1746 w glejaku, sprawdzono czy inhibitor arginazy przechodzi przez
bariere krew-mozg i czy wywotuje spodziewany efekt na aktywno$¢ enzymu. OAT-1746
podawano dozotadkowo (50 mg/kg) dwa razy dziennie, poczawszy od pierwszego dnia
po implantacji komorek GL261 do mézgu myszy C57BL/6J. Myszy kontrolne
otrzymywaty sdl fizjologiczng dozotadkowo w tym samym schemacie podawania. Po 14
dniach podawania OAT-1746, zmierzono bezposrednio poziom zwiazku, a takze poziom
L-argininy — substratu arginazy, w mozgu i osoczu myszy. Mdzg i osocze pobrano 2
godziny po podaniu ostatniej dawki zwigzku. W ekstraktach mozgu wykryto OAT-1746,
co potwierdza, ze zwigzek przekracza BBB i gromadzi si¢ w moézgu (Rycina 3A).
Ponadto stwierdzono, ze podawanie OAT-1746 prowadzito do wzrostu st¢zenia L-
argininy, zarowno w mozgu (Rycina 3B), jak i w osoczu krwi (Rycina 3C), co wskazuje

na zahamowanie rozktadu L-argininy przez arginaze W wyniku dziatania inhibitora.
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Rycina 3. Poziom OAT-1746 oraz L-argininy w mozgu i osoczu myszy z glejakiem.
Po zaimplantowaniu komorek glejaka GL261, myszy otrzymywaty sél fizjlogiczng (grupa kontrolna) lub
OAT-1746 dwa razy dziennie (n= 6 na grupe). Probki pobrano w 14 dniu po implantacji, w przypadku
grupy z OAT-1746 - 2 godziny po ostatnim podaniu inhibitora. (A) Stezenia OAT-1746 w 0soczu i mézgu
oraz (B) L-argininy w mézgach myszy z guzem i w (C) osoczu tych samych zwierzat mierzono za pomoca
spektrometrii mas (LC/MS). Wyniki przedstawiono w postaci warto$ci $redniej +/- SEM, a znamienno$¢
statystyczna roznic pomiedzy grupami okre§lono za pomocg testu Manna-Whitneya. ** p < 0,01.

7.1.4. Ocena dzialania OAT-1746 oraz przeciwciala anty-PD-1 podawanych jako
monoterapie na wielkos¢ guza w modelu glejaka u myszy

Aktywnos¢ przeciwnowotworowa inhibitora arginazy OAT-1746 oraz
przeciwciata anty-PD-1 badano w mysim glejaku, po zaimplantowaniu komorek GL261
immunokompetentnym myszom C57BL/6J. Komorki glejaka GL261 stransfekowano
uprzednio konstruktami zapewniajacymi ekspresje lucyferazy (w celu umozliwienia
obrazowania wzrostu guza in vivo) i ekspresje biatka czerwonej fluorescencji tdTomato
(do oceny wielkosci guza na podstawie analizy histologicznej skrawkow mozgu). Myszy
z nowotworem otrzymywaly OAT-1746 (50 mg/kg) lub sdl fizjologiczna, dwa razy
dziennie przez sond¢ dozotadkowa, poczawszy od dnia 1 po implantacji komorek glejaka.
Osobnej grupie myszy z glejakiem podawano przeciwcialo anty-PD-1 (2.5 mg/kg) w
postaci iniekcji dootrzewnowych w 8, 10, 12 oraz 14 dniu po implantacji komorek
glejaka. Schemat do$wiadczenia przedstawiono na Rycinie 4A.

Po 21 dniach od implantacji komdrek glejaka przeprowadzono histologiczna
oceng wielkosci guza. Podawanie OAT-1746 nie wptyneto na wielkos$ci guzow w
poréwnaniu z grupa kontrolng. Jednakze wsrod zwierzat , ktorym podano anty-PD-1
widoczny byt podziat na dwie grupy z guzami o wyraznie r6znej wielkosci (Rycina 4B).
Jest to zgodne z obserwowanym u pacjentéw z nowotworem dwojakim sposobem reakcji
na leczenie: cze$¢ pacjentow odpowiada, a cze$¢ nie odpowiada na terapie anty-PD-1.

Uzyskane wyniki wskazywaty, iz podawanie inhibitora nie wptywato na wielko$¢ guzow.
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Natomiast przeciwciato anty-PD-1 powodowato zmniejszenie wielkosci guzow u mniej

wiecej potowy zwierzat.
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Rycina 4. Ocena dzialania OAT-1746 oraz anty-PD-1 na wzrost guzéw u myszy.

(A) Schemat dos$wiadczenia. Myszy z zaimplantowanymi komorkami glejaka GL261 tdT* luc*
otrzymywaty dozotadkowo s6l fizjologiczng (Kontrola) lub OAT-1746, 50 mg/kg, dwa razy dziennie przez
21 dni (n=12/grupe¢). Osobna grupa otrzymywata przeciwciato anty-PD-1 (2,5 mg/kg, dootrzewnowo) w 8,
10, 12 i 14 dniu po implantacji komorek (n=5). (B) Pomiar obj¢tosci guza w 21 dniu po implantacji:
Kontrola (n=12), OAT-1746 (n=12) i anty-PD-1 (n=5). W grupie otrzymujacej inhibitor punktu
kontrolnego myszy nieodpowiadajace (n=2) i myszy odpowiadajace (n=3) na terapi¢ zaznaczono
odpowiednio na ciemno i jasnoniebiesko. Mdzgi zostaty wyizolowane, utrwalone, pocigte na skrawki.
Powierzchnie guza (czerwona fluorescencja) mierzono za pomoca Image] w co piatym skrawku mozgu i
obliczano objetosci guza wg. rownania podanego w rozdziale Materiaty i Metody; $rednie = SEM, warto$ci
p obliczono za pomoca testu U Manna—Whitneya.

7.1.5. Zbadanie wplywu OAT-1746 oraz przeciwciala anty-PD-1 na wybrane
elementy mikrosrodowiska glejaka

W celu scharakteryzowania wptywu inhibitora arginazy oraz przeciwciata anty-
PD-1 na wybrane komorki odpornosciowe w mikrosrodowisku guza, wykonano
barwienie immunohistochemiczne z uzyciem przeciwciat wykrywajacych Argl (marker
komorek immunosupresyjnych) i Ibal (ang. ionized calcium binding adaptor molecule 1,
marker mikrogleju/makrofagéw) oraz, na niezaleznych skrawkach, z uzyciem
przeciwcial wykrywajacych CD8 (marker limfocytow cytotoksycznych ).
W oznaczeniach wykorzystano skrawki uzyskane z opisanego powyzej do§wiadczenia
zgodnie ze schematem przedstawionym na Rycinie 4A. W wyniku podawnia OAT-1746
lub anty-PD-1 Ab nie dochodzito do zmian w liczbie komorek Ibal+ ani komorek
podwojnie dodatnich Ibal+Argl+ w glejakach u myszy (Rycina 5A). Wyniki te sg
zgodne z informacjami o mechanizmie dziatania inhibitora OAT-1746, ktdry hamuje

aktywno$¢ enzymu, ale nie wptywa na poziom biatka Argl. Barwienie w kierunku

59



cytotoksycznych limfocytow T CD8+ wykazato natomiast zwigkszong liczbe tych
komorek (zlokalizowanych gtéwnie na marginesie guza) u myszy, ktére odpowiedziaty
na podanie anty-PD-1 Ab (Rycina 5C), co potwierdzita ocena ilo§ciowa odsetka komdrek
CDB8+ w tkance (Rycina 5B).

A Kontrola OAT-1746 anty-PD-1

+ B Komérki CD8*
+
- 0 —
©
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~ 154
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Q I
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Kontrola OAT-1746 anty-PD-1

lbal*+

C anty-PD-1

Kontrola OAT-1746 Nieodpowiadajace Odpowiadajace

g

GL261 +

Rycina 5. Wplyw OAT-1746 oraz przeciwciala anty-PD-1 na komdrki mieloidalne i limfocyty T
w glejaku.

(A) Reprezentatywne obrazy mozgéw myszy z glejakiem (w dniu 21 po implantacji) wybarwionych
przeciwciatami anty-lbal (na czerwono) i anty-Argl (na zielono) oraz DAPI. (B) Ilosciowa analiza
komorek CD8+ w odniesieniu do catkowitej liczby komorek w analizowanym obszarze. Komorki zliczono
stosujac oprogramowanie Imagel i przedstawiono §rednie wartosci z 5 pol. Istotnos¢ obliczono za pomoca
jednokierunkowej analizy ANOVA, do obliczenia wartosci p zastosowano test wielokrotnych poréwnan
Bonferroniego (CTR n=6; OAT-1746 n=6, anty-PD-1 Ab n=4); ** p < 0,01. (C) Reprezentatywne obrazy
z mikroskopii konfokalnej komérek CD8+ w guzach po podaniu OAT-1746 lub przeciwciata anty-PD-1
(anty-PD1 Ab). Zoétta linia oddziela obszary guza (z komérkami glejaka GL261tdT* luc* wykazujgcymi
czerwong fluorescencje); skala 10 pm. Zole strzalki wskazuja komorki CD8+ (na zielono) u myszy
odpowiadajacej na podanie anty-PD1 Ab.
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7.1.6. Ocena wplywu OAT-1746 oraz przeciwciala anty-PD-1 na wielkos$¢ guza

Duze nadzieje na bardziej skuteczne leczenie przeciwnowotworowe wigze si¢ Z
terapiami tgczacymi leki modyfikujace immunosupresyjne $rodowisko guza z
inhibitorami punktow kontrolnych (Spranger i wsp., 2013). W kolejnym doswiadczeniu
sprawdzono wptyw OAT-1746 (podawanego dozotadkowo dwa razy dziennie) w
potaczeniu z przeciwcialem anty-PD-1 (iniekcje dootrzewnowe w dniu 8, 10, 12 i 14 po
implantacji komorek GL261 tdT" luc™) na wzrost glejaka u myszy. Schemat
doswiadczenia przedstawia Rycina 6A. Wzrost guzOw monitorowano za pomoca
pomiaru sygnatu luminescencji w 14, 21 i 28 dniu po implantacji komorek glejaka GL261
tdT*luc*. Reprezentatywne obrazy z nalozenia zebranego sygnalu na zdjecie
rentgenowskie glowy zwierzgcia w réznych punktach czasowych pokazano na Rycinie
6B. Pomimo iz sam OAT-1746 nie wykazal zadnego wptywu na wielkos¢ guza, a na
podawanie anty-PD-1 Ab zareagowala potowa zwierzat, potaczenie obu
immunomodulatoréw spowodowato znaczne zmniejszenie wzrostu guzéw po 28 dniach.
Wplyw kombinacji immunomodulatoréw oceniono za pomoca wieloczynnikowej analizy
ANOVA (Rycina 6C), uwzgledniajgcej efekt ,,podawania immunomodulatorow” , jak i
»czas 0d implantacji”. Wyniki te wskazuja, ze kombinacja immunomodulatoréw

op6zniala wzrost guza.
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Rycina 6. Ocena dzialania kombinacji OAT-1746 oraz anty-PD-1 Ab na wzrost guza.
(A) Schemat doswiadczenia. Myszy, ktérym zaimplantowano komdrki glejaka GL261 tdT*luc*
otrzymywaty dozotadkowo s6l fizjologiczng (Kontrola) lub OAT-1746, 50 mg/kg, dwa razy dziennie przez
28 dni. Osobne grupy otrzymywaty przeciwciato anty-PD-1 (2,5 mg/kg, dootrzewnowo) w 8, 10, 12 i 14
dniu po implantacji komorek lub OAT-1746 oraz anty-PD-1 AB (n=12/grup¢). (B) Reprezentatywne
obrazy bioluminescencji guza uzyskane za pomocg obrazowania przy uzyciu platformy do obrazowania
przyzyciowego Xtreme. Intensywno$¢ koloru reprezentuje wzgledny sygnat lucyferazy. Sygnat natozono
na zdjecie rentgenowskie. (C) Srednie sygnatéw bioluminescencji dla kazdej z grup wyznaczono jako
foton/sek/mm? w funkcji czasu we wskazanych dniach po implantacji.

7.1.7. Wplyw OAT-1746 oraz przeciwciala anty-PD-1 na mikrosrodowisko glejaka

W celu zbadania wptywu podawania OAT-1746 oraz anty-PD-1 Ab na wybrane
populacje komoérek odpornosciowych w guzie, przeprowadzono immunofenotypowanie
metodg cytometrii przeptywowej komorek wyizolowanych z mézgdéw myszy z glejakiem
po 28 dniach od implantacji komorek. Podanie OAT-1746 lub anty-PD-1 nie zmienito
odsetka mikrogleju (CD11b*CD45"K) ani monocytéw i makrofagéw pochodzenia
obwodowego (CD11b*CD45"°K) w glejakach do$wiadczalnych. Zaobserwowano
wzrost liczby komorek NK1.1 u zwierzat, ktorym podano anty-PD-1 Ab w poréwnaniu z

grupg kontrolng, jednak nie osiggnal on istotnosci statystycznej. U wiekszosci zwierzat,
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ktorym podawano OAT-1746 oraz anty-PD-1 Ab zaobserwowano zwigkszony odsetek
limfocytow T CD3* (Rycina 7). Na tym etapie nie dysponowali$my niestety zestawem
przeciwcial, ktory pozwolilby na dokladniejsze scharakteryzowanie komorek w
mikro§rodowisku glejakéw 1 ocene wptywu testowanych zwigzkow na profil odpowiedzi

odpornosciowe;.

CD11b*CDA45Wysoki CD11b*CD45Niski cD3* NK1.1*CD11b*

e 2.0 o

% iywych komorek
s 8
® e
P—.—lT
% Fywych komorek
— —
e 9
% Fywych komorek
-
o
1
B —
% #ywych komorek
o -
w o
L I
'p—{—u

1o % %

|
o |
©
0 ’; T :v T 0 T T 0 T T T - - 0.5 T T .l“I T
o T s il g
\*,? f\f& q‘:“j “gh" B‘ A 5 .\§ < g'\r ) N& Qd i
F v { N s SR & Ny & Oy £ > & Ny
S & & EE § & & S & & &8 & & & K8
o 13 O%:.‘} ¥ &F 4 ¥ o & o?‘éc\ £ o '3 0"(@&

Rycina 7. Profil komorek ukladu odpornosciowego w glejakach oceniony przy uzyciu cytometrii
przeplywowe;j.

W 28 dniu po implantacji komérek glejaka zwierzeta (n=6/grupe) poddano perfuzji PBS i mézgi po
wypreparowaniu poddano dysocjacji w celu uzyskania zawiesiny pojedynczych komorek. Oceniono
odsetek monocytow i makrofagéw obwodowych (CD11b*CD45"K) mikrogleju (CD11b*CD45Msk),
komérek CD3* i NK1.1*CD11b*. Istotno$¢ roznic miedzy grupami oceniano za pomocg jednoczynnikowej
analizy ANOVA, a nastepnie testu wielokrotnych poréwnan Bonferroniego. Nie odnotowano roznic
znamiennych statystycznie.

7.1.8. Ocena poziomu cytokin pro- i przeciwzapalnych po podawaniu OAT-1746
oraz anty-PD-1 Ab

Aby uzyska¢ wigcej informacji na temat modulacji mikros§rodowiska guza po
podawaniu okreslonych immunomodulatoréw, 0znaczono poziom cytokin pro- i
przeciwzapalnych we krwi (osoczu) pobranej 2 godz. po ostatnim podaniu OAT-1746
(lub soli fizjologicznej) w 28 dniu po implantacji komorek glejaka. Poziom CCL5
(chemokiny 5 z motywem C-C, ang. C-C Motif Chemokine Ligand 5) zmniejszyt sie,
zarbwno u zwierzat po podawaniu OAT-1746, jak i anty-PD-1 Ab, a dodatkowo
zaobserwowany spadek byt znacznie wigkszy u zwierzat po tacznym podawaniu OAT-
1746 i anty-PD-1 Ab (Rycina 8). Co ciekawe, zwierzeta, ktorym podawano OAT-1746
lub anty-PD-1 Ab, wykazaly wyzszy poziom cytokiny CCL2 w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, a takiego wzrostu nie stwierdzono u zwierzat otrzymujacych OAT-1746 i
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anty-PD-1 Ab. Poziomy CCL3 i czynnika stymulujacego kolonie makrofagéw (M-CSF)

nie ulegly zmianie w wyniku podawania immunomodulatoréw.
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Rycina 8. Wplyw OAT-1746 oraz anty-PD-1 Ab na poziom cytokin w osoczu krwi myszy z glejakiem.
Poziomy wybranych cytokin pro/przeciwzapalnych okreslono w osoczu krwi zwierzat z opisanych powyzej
grup do$wiadczalnych, stosujgc technologie Luminex (MAGPIX) z panelem przeciwciat. Wykresy
przedstawiaja poziomy badanych cytokin w pg/ml; wyniki przedstawiono jako $rednie = SEM; n=6-7
/grupe; istotno$¢ oceniono za pomocg One-Way ANOVA i testu wielokrotnych porownan Bonferroniego,
***p < 0,001; **p < 0,01; * p <0,05.

7.1.9. Wplyw podawania OAT-1746 z anty-PD-1 Ab na profil transkryptomiczny

komorek CD11b* z myszy z glejakiem

Mimo iz inhibitor OAT-1746 nie wykazywat dziatania przeciwnowotworowego,
zwigkszal skuteczno$¢ przeciwciata anty-PD-1. Aby okresli¢ potencjalne mechanizmy
obserwowanych zmian poréwnano profile transkrypromiczne komorek CD11b*
wyizolowanych z guzéw u myszy kontrolnych oraz takich, ktorym podawano anty-PD-1
Ab, OAT-1746 lub kombinacje OAT-1746+anty-PD-1 Ab. Schemat dos$wiadczenia
przedstawiono na Rycinie 9A. Przeprowadzono sekwencjonowanie RNA z komorek
CD11b", a nastepnie analize obliczeniowg w celu identyfikacji gendw o zréznicowane;j
ekspresji i wykrycia zmienionych szlakéw sygnatowych. Najwigkszy wplyw na
transkryptom komérek CD11b" mialo podawanie OAT-1746. Wskazano ponad 1800
gendw o zrdznicowanej ekspresji w komorkach CD11b* pomiedzy grupg OAT-1746 oraz
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grupa kontrolng (Rycina 9B). Wsrod gendéw o podwyzszonej ekspresji w grupie OAT-
1746 wykryto geny zaangazowane w procesy takie jak: przekazywanie sygnatu za
posrednictwem GTPaz, roznicowanie komorek mieloidalnych, szlak sygnatowy NF-kB
(czynnik jadrowy kappa B) i regulacje reakcji zapalnych. Natomiast geny o obnizonej
ekspresji w grupie OAT-1746 zaangazowane byly w takie szlaki jak: biogeneza
rybosomow, cykl komorkowy i replikacja DNA, co wskazuje na zmniejszong aktywnos¢
proliferacyjng komorek CD11b* zwigzanych z nowotworem w tej grupie zwierzat
(Rycina 9C). Ekspresja genéw zwigzanych z rdznicowaniem oraz aktywnoscig
cytotoksyczng komoérek NK byta znaczaco podwyzszona po podawaniu anty-PD-1 oraz
po kombinacji OAT-1746+anty-PD1 Ab. Do tej grupy zaliczaly si¢ geny kodujace biatka
powierzchniowe komorek NK (Klrblf, Klrel, Klrc2), cytotoksyczne biatko ziarniste
(Nkg7), czynnik transkrypcyjny T-Box 21 (Tbx21), ktory bierze udziat w réznicowaniu
komdrek NK i regulacji ekspresji IFNy, a takze geny kodujace granzym A (Gzma) i
perforyng (Prfl), ktéore sa glownymi czynnikami cytolitycznymi w odpowiedzi
przeciwnowotworowej komorek NK. Ponadto, geny takie jak Serpinb6b i Serpinb9b,
ktore koduja inhibitory proteaz, byty podwyzszone po podawnaiu anty-PD-1 Ab oraz po
kombinacji OAT-1746+anty-PD-1. Takie zmiany transkryptomiczne wskazuja na
zwigkszony naptyw aktywowanych komdrek NK do guza. W komorkach CD11b* u
myszy, ktorym podawano OAT-1746 stwierdzono wysoka ekspresje Gpr34, ktdrego
poziom wzrasta w mikrogleju podczas zapalenia. Ponadto, po zastosowaniu kombinacji
obu immunomodulatoréw, zaobserwowano podwyzszong ekspresje¢ genow biorgcych
udzial w odpowiedzi przeciwnowotworowej, takich jak geny kodujace syntaze tlenku
azotu (Nos2), IFNy (Ifng), TIr4 (TIrd) i CD86 (CD86), ktory dostarcza sygnaty
kostymulujace niezbedne do aktywacji limfocytow T. Podawanie OAT-1746
spowodowato zmniejszong ekspresje gendw zwigzanych z replikacjag DNA 1 progresja
cyklu komorkowego, w tym genu kodujacego topoizomeraze 2a (Top2a), cykliny B1, E1
i E2 (Ccnbl, Ccnel, Ccne2), co wskazuje na zahamowanie proliferacji komorek
mieloidalnych. Wsrod gendéw o obnizonej ekspresji w grupie OAT-1746 zidentyfikowano
réwniez te, ktore sg zaangazowane w chemotaksje limfocytow, tj. Ccl2, Ccl7 i Ccll17 oraz
geny zwigzane z migracja i inwazyjnoscig (Cmel, S100a4 i Mmp14). Ccl17 odgrywa
kluczowg role w rekrutacji komorek T regulatorowych do tkanek dotknigtych stanem
zapalnym lub nowotworem (Hirata i wsp., 2019). Ponadto geny kodujace biatka

zaangazowane w hamowanie odpowiedzi odpornosciowej, takie jak: ApoE — marker
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m.in. fenotypu przeciwzapalnego GAMs (Baitsch i wsp., 2011), CD69 — negatywny
regulator odpowiedzi odpornosciowejj (Mita i wsp., 2018) i Cxcrd — receptor dla
immunosupresyjnej chemokiny Cxcl12, mialty obnizong ekspresje po zastosowaniu OAT-

1746 lub kombinacji OAT-1746+anty-PD-1 (Rycina 9D).
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Rycina 9. Profil transkryptomiczny komoérek CD11b* izolowanych z mézgoéw myszy z glejakiem po
podawaniu OAT-1746, anty-PD-1 Ab lub kombinacji immunomodulatréw.

(A) Schemat doswiadczenia. Profilowanie ekspresji genow przeprowadzono za pomocg sekwencjonowania
RNA komérek CD11b* z potkuli z nowotworem ze wszystkich grup do$wiadczalnych w 21 dniu po
implantacji. (B) Diagram Venna pokazujacy liczbe gendéw o réznej ekspresji (DEG) migdzy grupami
do$wiadczalnymi a grupa kontrolng (padj<0,05). (C) Analiza wzbogacenia funkcjonalnego w procesy
biologiczne wg. Gene Ontology (GO) dla gendéw o podwyzszonej oraz obnizonej ekspresji w grupie OAT-
1746 w poréwnaniu z kontrolg. (D) Mapy ciepta typu Z-score dla wybranych gendéw reprezentuja zmiang
w ekspresji genéw w komérkach CD11b* ze zwierzat po podawaniu OAT-1746, anty-PD-1 Ab lub
kombinacji.

7.2. Ocena wplywu peptydu RGD na mikrosrodowisko glejaka u myszy oraz
zbadanie jego przeciwnowotworowego dzialania w polaczeniu z przeciwcialem
anty-PD-1

Peptyd RGD zostal zaprojektowany w Pracowni Neurobiologii Molekularnej w
celu blokowania wigzania pochodzacych z glejaka biatek SPP1 i MFGES8 do integryn

avp3/avps, wystepujacych gtownie na GAMS i komorkach naczyn krwiono$nych w

nowotworze (Ellert-Miklaszewska 1 wsp., 2016b). Aktywno$¢ tego peptydu

potwierdzono we wspothodowlach mikrogleju z glejakiem, wykazujac blokowanie pro-
nowowtorowego przeprogramowania komorek mikrogleju przez czynniki wydzielane
przez glejaka (Ellert-Miklaszewska i wsp., 2016a). W niniejszej rozprawie oceniono

przeciwnowotworowe dziatanie peptydu RGD w mysim modelu glejaka GL261.

7.2.1. Analiza ekspresji SPP1 w probkach ludzkich glejakow

Korzystajac z danych transkryptomicznych z TCGA zbadano poziom ekspresji
SPP1 w ludzkich glejakach o roznym stopniu zto§liwosci: G2, G3, G4 wedlug WHO.
Najwyzszy poziom mRNA SPP1 stwierdzono w glejakach ztosliwych G4 (Rycina 10A).
Analiza zaleznosci przezycia pacjentow od poziomu ekspresji genu wykazata, ze wysoki
poziom SPP1 koreluje ze ztym rokowaniem u pacjentow z GBM (Rycina 10B). Dane te

wskazuja, ze SPP1 jest waznym celem terapeutycznym w glejakach.
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Rycina  10. Ekspresja  SPP1  w  prébkach ludzkich  glejakow z  TCGA.
(A) Ekspresja SPP1 w glejakach o r6znym stopniu ztosliwosci (G2-4 wg. WHO) w zbiorach danych TCGA.
Istotno$¢ statystyczna zostata okreslona za pomocg testu Honest Significant Difference (HSD) Tukeya; **
p <0,01, *** p < 0,001. (B) Krzywa przezycia (Kaplana-Meiera) pacjentow z GBM wygenerowane przy
uzyciu portalu GlioVis.

7.2.2. Ocena stabilnosci peptydu RGD w pompie osmotycznej oraz jego

biodystrybucji po podaniu doguzowym

Przed przystapieniem do oceny aktywnos$ci peptydu RGD w modelu glejaka u
myszy, sprawdzono jego stabilno§¢ w pompie osmotycznej, ktorej planowano uzywac do
doguzowego podawnia peptydu. Oceniono takze efektywnos$¢ rozchodzenia si¢ peptydu
podanego ta droga w tkance mozgu. Peptyd RGD rozpuszczono w wodzie w stezeniu
2 mg/ml i inkubowano w pompie osmotycznej przez 1, 7 i 14 dni w temperaturze 37°C.
Analiza peptydu RGD inkubowanego w pompie osmotycznej metodg HPLC potgczong
ze spektrometrig mas nie wykazata obecnosci zadnych produktow degradacji ani spadku
poziomu peptydu podczas inkubacji (Rycina 11A). Dane te potwierdzajg stabilnos¢
peptydu RGD w roztworze wodnym oraz brak wigzania peptydu do pompy osmotyczne;.

Nastepnie przeanalizowano biodystrybucje peptydu RGD znakowanego FITC,
ktory podawano do mozgow myszy z glejakiem GL261 za pomocg pompy osmotycznej
przez 14 dni. Analiza skrawkow mozgu wykazata, ze peptyd RGD byt obecny w rdzeniu
guza oraz w otaczajgcych guz obszarach, co wskazuje na skuteczne dostarczanie peptydu

i jego penetracj¢ w glab tkanki (Rycina 11B).
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Rycina 11. Stabilno$¢ peptydu RGD w pompie osmotycznej oraz jego biodystrybucja w tkance
mozgu.

(A) Stabilno$¢ peptydu RGD rozpuszczonego w wodzie i inkubowanego w pompach osmotycznych przez
1, 71 14 dni w temperaturze 37°C analizowano za pomocg HPLC polaczonej ze spektrometrig mas.
(B) Biodystrybucja peptydu RGD znakowanego FITC (zielony) podawanego do guza przez 14 dni za
pomocg pomp osmotycznych, myszom z glejakiem GL261. Reprezentatywny obraz przekroju mézgu z
obszarem guza zaznaczonym przerywang linig.

7.2.3. Wplyw peptydu RGD na wielkos$¢ guza oraz wage zwierzat

Oceng aktywnosci peptydu RGD in vivo przeprowadzono badajac jego wplyw na
wzrost mysiego glejaka. Komorki GL261 tdT™ luc* zaimplantowano do prazkowia mézgu
immunokompetentnych myszy C57BL/6J. W badaniach, oprdcz peptydu RGD,
zastosowano peptyd kontrolny, RAE, ktory miat taki sam sktad aminokwasowy poza
podmiang reszty kwasu asparaginowego (D) na reszte kwasu glutaminowego (E) w
kluczowym dla wigzania integryn motywie RGD (arginina-glutamina-kwas
asparaginowy). Peptyd podawano doguzowo za pomocg mikropomp osmotycznych,
ktore instalowano w momencie implantacji komorek glejaka. Roztwory byty dostarczane
z pompy w sposob ciagly, z kontrolowang szybko$cia ze wzgledu na rdznice ci$nien
osmotycznych pomiedzy pompg a otoczeniem (Gaisford 2012). Myszy z glejakiem
otrzymywaty roztwér wodny jednego z peptydéw: RGD lub RAE grupa kontrolna
dostawata wode przez caty czas trwania doswiadczenia (Schemat 12A). Wielkos$¢ guzéw
zbadano za pomoca rezonansu magnetycznego 21 dnia po implantacji. Stwierdzono brak
wplywu peptyddw na wzrost guza w poréwnaniu z grupa kontrolng (Rycina 12B).
Jednakze waga myszy, ktérym podawano peptyd RGD, znaczaco wzrosta, podczas gdy
zwierzgta otrzymujace wode lub RAE stracity na wadze lub ich waga pozostala
niezmieniona (Rycina 12C). Przyrost masy ciata jest jednym ze wskaznikéw dobrostanu

zwierzat w doswiadczalnych modelach nowotworow.
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Rycina 12. Ocena wplywu peptydu RGD na wielko$¢ guza oraz wage zwierzat.

(A) Schemat dos$wiadczenia. Myszy z zaimplantowanymi komdrkami glejaka GL261 tdT* luc*
otrzymywaly za pomoca pomp osmotycznych: wodg, peptyd kontrolny (RAE) lub peptyd RGD.
(B) Objetos¢ guzdéw mierzona za pomocg rezonansu magnetycznego (MRI) w 21 dniu po implantacji.
N=15-16 na grupe. (C) Porownanie masy ciata myszy miedzy dniem 0 (dzien implantacji) a dniem 21 po
implantacji w grupie kontrolnej oraz w grupach otrzymujacych peptydy.

7.2.4. Wplyw peptydu RGD na profil transkryptomiczny komérek CD11b*

Aby uzyskac wigcej informacji na temat mechanizmu dziatania peptydu RGD na
mikro$rodowisko nowotworu, poréwnano profile transkryptomiczne komorek
mieloidalnych CD11b", ktére wyizolowano z potkul mézgéw z guzem (Rycina 13A)
pobranych od myszy ze wszystkich grup doswiadczalnych opisanych w punkcie 7.2.3.
Rycina 13B pokazuje diagramy Venna przedstawiajgce liczbe gendw, ktorych ekspresja
ulegta zmianie w komérkach CD11b* z glejakéw u myszy, ktérym podawano RGD lub
RAE w poréwnaniu z grupa kontrolng. Z 563 genéw o podwyzszonej ekspresji W wyniku
podawania RGD, tylko siedem zidentyfikowano jako geny o znamiennie wyzszej
ekspresji w komérkach CD11b* u myszy w grupie RAE, co potwierdza specyficzno$é¢
odpowiedzi na peptyd RGD.

Aby sklasyfikowaé¢ geny o zmienionej ekspresji do grup funkcjonalnych,
przeprowadzono analiz¢ wzbogacenia uzywajgc definicji Gene Ontology (GO:
Biological Process), osobno na genach o obnizonej oraz podwyzszonej ekspresji. Geny o
obnizonej ekspresji w grupie RGD (Rycina 13C) byly zwigzane z adhezja komorek,
przetwarzaniem i prezentacjg antygenu, negatywna regulacja aktywacji limfocytow i
negatywng regulacja proceséw uktadu odpornosciowego. Wsrod gendw o podwyzszonej
ekspresji w grupie RGD znaleziono grupy gendéw zaangazowanych w regulacje adhezji

komorek, aktywacje komorek T 1 NK i migracje leukocytow (Rycina 13D). Geny
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zaangazowane w adhezje leukocytoéw, tj. Anpep, promujacy adhezje monocytéw do
srédblonka naczyn w poczatkowych stadiach wyjscia leukocytéw z naczyn krwiono$nych
do tkanek (Mina-Osorio i wsp., 2008) i Pecaml, cztonek nadrodziny immunoglobulin,
zaangazowany w migracje leukocytow, angiogeneze i aktywacje integryn, byly obnizone
po podawaniu peptydu RGD. Ekspresja genéw Argl, Chil3 i Mrcl, kodujgcych biatka
zaangazowane w supresje odpowiedzi odpornosciowej makrofagdw byla obnizona w
komorkach CD11b* w grupie myszy otrzymujacych RGD. Zaobserwowano takze
obnizenie poziomow Pdcdl1lg2, ll4ra i 1118bp. Wiazanie liganda programowanej $mierci
komérki PD-L2 (kodowanego przez Pdcdllg2) z jego receptorem PD-1 prowadzi do
hamowania proliferacji komoérek T i wytwarzania cytokin zapalnych. Il4ra koduje
tancuch alfa receptora dla interleukiny (IL)-4, ktéry jest dobrze znany z promowania
fenotypu pronowotworowego makrofagow. Podawanie RGD indukowato ekspresje
gendw zwigzanych z procesem aktywacji limfocytéw T. Do tej grupy zaliczat si¢ gen
kodujacy czasteczke CD80, ktora dostarcza sygnal kostymulujacy niezbedny do
aktywacji limfocytow T oraz Rsad2, bgdacy genem stymulowanym interferonem,
zaangazowanym w odporno$¢ wrodzong, niezbednym dla aktywacji komodrek
dendrytycznych (DC).

Ponadto, w komérkach CD11b* u myszy otrzymujagcych RGD stwierdzono
wysoka ekspresje genow kodujacych: CD81 — regulator rekrutacji komérek NK (Krémer
i wsp., 2009), cytoking IL1B i CXCL10 — chemoking stymulowang IFNy, ktora przyciaga
komorki T poprzez wigzanie si¢ do receptora CXCR3. Geny zwigzane z cytotoksyczng
aktywnoscig komoérek NK rowniez ulegly znacznemu podwyzszeniu w izolowanych z
guzéw komoérkach CD11b* w wyniku podawania RGD. Do tej grupy zaliczaly si¢ geny
kodujace: podjednostke beta receptora interleukiny 2 (IL2rb) zaangazowang w
odpowiedz immunologiczng limfocytdw T i komérek NK, a takze granzym A (Gzma) i
granzym B (Gzmb), ktére sg gtownymi czynnikami cytolitycznymi w odpowiedzi
przeciwnowotworowej cytotoksycznych komdérek NK. W komérkach CD11b*
pochodzacych od myszy otrzymujacych RGD stwierdzono takze wysoka ekspresje Fcrls
i Tmem119, kodujagcych markery homeostatycznego mikrogleju. Inna wazna grupa
genow o zwigkszonej ekspresji obejmowata kilku czlonkéw rodziny bialek szoku
cieplnego, ktére sa zaangazowane w stymulacje zar6wno odpornosci wrodzonej, jak i

nabytej (Hu i wsp., 2022). Stwierdzone zmiany transkryptomiczne sugeruja
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przeprogramowanie komoérek CD11b" zwigzanych z nowotworem po podaniu peptydu
RGD.

GL261 tdT* luc* ekspresiji ekspresiji
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Rycina 13. Profil transkryptomiczny komoérek CD11b+ u myszy z glejakiem po podaniu

RGD.
(A) Schemat doswiadczenia. Myszy z zaimplantowanymi komérkami glejaka GL261 tdT+luc+

otrzymywaly za pomocg pomp osmotycznych: wodg (K), peptyd kontrolny (RAE) Iub peptyd
RGD. Profilowanie ekspresji genow przeprowadzono za pomocg sekwencjonowania RNA
komoérek CD11b+ izolowanych z potkuli z guzem z mézgdéw myszy w 21 dniu po implantacji.
(B) Diagram Venna pokazujacy liczbe genéw o statystycznie znamiennej roznicy w ekspresji
(DEG, ang. differentially expressed genes) miedzy RGD i RAE w porownaniu z grupg kontrolna,
zarowno dla gendw o obnizonej, jak i podwyzszonej ekspresji. (C-D) Mapy ciepta w wariancie
z-score dla wybranych gendéw przedstawiaja wzgledng zmiang w ekspresji genow w komorkach
CD11b+ od zwierzat otrzymujacych RGD i RAE dla genéw o (C) obnizonej oraz (D)
podwyzszonej ekspresji.

7.2.5. Tlosciowa ocena komoérek Argl® w mikrosrodowisku glejaka

W celu zobrazowania GAMs w glejaku oraz scharakteryzowania fenotypu tych

komorek po podawaniu peptydu RGD i w grupach kontrolnych, wykonano podwadjne
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barwienie immunohistochemiczne wykrywajace Ibal(marker GAMS) i Argl (marker
fenotypu immunosupresyjnego) na skrawkach mézgu myszy z glejakiem. Jak pokazano
na reprezentatywnych zdjeciach (Rycina 14A), podawanie RGD znaczgco zmniejszyto
odsetek komérek podwojnie dodatnich Ibal* + Argl® w poréwnaniu z grupami
otrzymujgcymi peptyd kontrolny (RAE) lub wodg (Rycina 14B). Dane te potwierdzity
obserwacje z analizy RNAseq. Mimo iz podawanie RGD nie skutkowalo zmiang
wielkosci guza, prowadzito do ograniczenia nagromadzenia w mikrosrodowisku

nowotworu mikrogleju/makrofagéw o proinwazyjnym fenotypie.
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Rycina 14. Ocena ilosciowa obecnych w guzie komérek Ibal* o profilu pronowotworowym po
podaniu peptydow.

(A) Reprezentatywne obrazy skrawkéw mozgu (w dniu 21 po implantacji) barwionych przeciwciatami
anty-lbal (na r6zowo) i anty-Argl (na zielono). (B) Odsetek komoérek Ibal* + Argl* w polu widzenia.
Komorki zliczono za pomoca oprogramowania Image] 1 przedstawiono S$rednie wartosci z 3
skrawkow/zwierze; n=5. Istotno$¢ statystyczng roznic pomigdzy grupami obliczono za pomoca
jednoczynnikowej analizy ANOVA z testem post-hoc Tukeya dla wielokrotnych porownan.

7.2.6. Wplyw podawania peptydu RGD z przeciwcialem anty-PD-1 na wielkos$¢ guza
oraz wage zwierzat

Ograniczona skutecznos¢ inhibitorow immunologicznych punktéw kontrolnych w
GBM wynika gtéwnie z immunosupresyjnego mikro$rodowiska guza, ktore uposledza
prawidtowe funkcjonowanie limfocytow T. Podawanie RGD doprowadzito do
ograniczenia odsetka komdrek GAM o fenotypie immunosupresyjnym, mimo braku

wplywu na wielkos$¢ guza. W kolejnym do$wiadczeniu sprawdzono, czy podawanie RGD
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razem z anty-PD-1 Ab przywroci skuteczng odpowiedz przeciwnowotworowa. Zwierzeta
otrzymywaty peptyd RGD za pomoca pomp osmotycznych od dnia implantacji komoérek
glejaka GL261 tdT*luc* oraz przeciwciato anty-PD-1 lub kontrolne 1gG dootrzewnowo,
w dniach wskazanych na schemacie (Rycina 15A i D). Wzrost guza oceniano za pomocg
MRI w 21 lub 28 dniu po implantacji komorek nowotworowych. Doguzowe podawanie
peptydu RGD wraz z przeciwcialem anty-PD-1 nie wykazalo zadnego wplywu na
wielko$¢ guza badang w dniu 21, jednak w dniu 28 guzy byly znaczgco mniejsze W
poréwnaniu z grupg kontrolng (Kontrola vs. RGD+anty-PD-1 Ab: p = 0,0128, r = 0,67)
(Rycina 15B i E). Rycina 15G przedstawia reprezentatywne zdjecia wielkosci guza w
réznych grupach w 28 dniu po implantacji komoérek glejaka. Analiza zmiany masy ciata
myszy w 21 dniu po implantacji wzgledem wagi poczatkowej wskazywata, ze stan
zwierzat w grupach otrzymujacych immunomodulatory byt lepszy niz myszy z grupy
kontrolnej, chociaz roznice te nie byly istotne statystycznie (Rycina 15C). W 28 dniu po
implantacji komoérek glejaka srednia zmiana masy ciata u zwierzat otrzymujacych RGD
lub anty-PD-1 Ab byta podobna jak w grupie kontrolnej. Natomiast wsrod myszy, ktore
otrzymaty kombinacj¢ obu immunomodulatorow, wigkszos¢ zwierzat z czasem przybrata

na wadze (Rycina 15F).
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Rycina 15. Ocena wplywu RGD w kombinacji z anty-PD1 Ab na wielko$¢ guza oraz wage zwierzat.
(A i D) Schematy do$wiadczen. Myszom wszczepiono komérki glejaka GL261 tdT*luc*, a nastepnie
podawano wodg (kontrola) lub peptyd RGD przez pompy osmotyczne i przeciwciato anty-PD-1 (10 mg/kg)
lub kontrolne 1gG dootrzewnowo w 8, 10, 12 i 14 dniu po implantacji. (B i E) Objeto$¢ guza mierzona za
pomocg rezonansu magnetycznego (MRI) w 21 lub 28 dni po implantacji. Wplyw immnomodulatoréw
oceniano za pomoca wzoru: effect size= \(Fcontrast/(F*(dfbetween)+dfwithin)), gdzie Fcontrast= t"2- ( z
Sidak’s multiple comparison test; test details); F=F ogolny z ANOVA; dfbetween= k-1, gdzie k to liczba
grup; dfwithin=n-2 (N = liczba zwierzat w obu grupach). Dane z 28 dnia po implantacji: Kontrola versus
RGD+anty-PD-1 Ab= 0,67. Istotno$¢ statystyczng réznic pomigdzy grupami analizowano za pomoca
jednoczynnikowej analizy ANOVA z testem post-hoc Sidaka dla wielokrotnych poréwnan: p=Kontrola
versus RGD+anty-PD-1=0,0128, N=6-8 (C i F) Poréwnanie zmian masy ciata u myszy pomig¢dzy dniem 0
(dzien implantacji) a dniem 21 lub 28 po implantacji; N= 6-8; (G) Reprezentatywne zdj¢cia MRI z kazdej
grupy zwierzat w 27 dniu po implantacji komorek glejaka. Granice guza oznaczono przerywang linig.
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7.2.7. Ocena poziomu cytokin pro- i przeciwzapalnych po podaniu RGD oraz anty-

PD-1 Ab

Poziomy cytokin pro- i przeciwzapalnych zmierzono w homogenatach mézgu i
surowicach myszy bez guza oraz zwierzat z glejakiem we wszystkich grupach
doswiadczalnych po 28 dniach od implantacji komorek glejaka. Poziomy wszystkich
cytokin w mézgach i surowicy byly wyzsze u zwierzat z glejakiem niz u myszy bez guza.
Poziomy CCL5, CCL2, CCL22 i CCL3 w homogenatach mozgoéw zwierzat
otrzymujacych anty-PD-1 Ab byly podwyzszone, a efekt ten byl jeszcze wigkszy u
zwierzat, ktérym podawano RGD+anty-PD-1 Ab. Poziomy IFNy, granzymu B i TNFo w
guzie rowniez wykazaly pewng tendencje wzrostowa po podawaniu anty-PD-1 oraz
kombinacji w poroéwnaniu z grupa kontrolng. Przy czym poziom IFNy byt znaczaco
wyzszy w grupie RGD+anty-PD-1 Ab w poréwnaniu z grupa kontrolng oraz grupa
otrzymujacg sam peptyd (Rycina 16).
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Rycina 16. Poziom cytokin pro- i przeciwzapalnych w homogenatach mdzgu.

Poziomy cytokin pro/przeciwzapalnych oznaczono w homogenatach mézgu myszy zdrowych (bez guza)
i zwierzat ze wszystkich grup doswiadczalnych w 28 dniu po implantacji komérek glejaka, stosujac test
ELISA oparty na kulkach Luminex. Wykresy skrzypcowe przedstawiaja poziomy badanych cytokin w
pg/mg biatka catkowitego. Istotno$¢ oceniano za pomoca jednoczynnikowej analizy ANOVA i

nieskorygowanego testu wielokrotnych porownan LSD Fishera; N=4-12; ***p < 0,001; **p < 0,01; *p <
0,05
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Co ciekawe, poziomy cytokin mierzone w surowicy tych samych zwierzat
pozostaly niezmienione lub wykazywaty tendencje do zmniejszania si¢ po podaniu
immunomodulatoréw (Rycina 17). CCL2 i CCLS5 to glowne chemokiny biorace udzial w
migracji monocytéw do guza (Kumar i wsp., 2016). CCL3 jest uwazany za marker
prozapalnych makrofagéw i w mikrosrodowisku nowotworu prowadzi do zmniejszenia
wzrostu guza poprzez popraw¢ odpowiedzi komoérek dendrytycznych oraz komorek T

(Allen i wsp., 2018).
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Rycina 17. Poziom cytokin pro- i przeciwzapalnych w surowicy myszy.

Poziomy cytokin pro/przeciwzapalnych oznaczono w surowicach myszy zdrowych (bez guza) i zwierzat z
grup doswiadczalnych w 28 dniu po implantacji komorek glejaka, stosujac test ELISA oparty na kulkach
Luminex. Wykresy skrzypcowe przedstawiaja poziomy badanych cytokin w pg/ml. Istotnos¢ oceniano za

pomoca jednoczynnikowej analizy ANOVA i nieskorygowanego testu wielokrotnych poréwnan LSD
Fishera; N=4-12; ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05.

7.2.8. Ocena wplywu podawania peptydu RGD z przeciwcialem anty-PD-1 na profil
komorek ukladu odpornosciowego w mikrosrodowisku glejaka

Aby zbada¢ wplyw podawania RGD oraz anty-PD-1 na komorki uktadu
odpornosciowego mikrosrodowiska glejaka, przeprowadzono analiz¢ populacji komoérek
linii mieloidalnej i limfoidalnej naciekajacych nowotwor z wykorzystaniem cytometrii

przeptywowej (Rycina 18A). W 28 dniu po implantacji nie stwierdzono rdznic
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ilosciowych  pomiedzy grupami doswiadczalnymi w  odsetku  mikrogleju
(CD11b*CD45" ) ani odsetku naciekajacych komérek mieloidalnych pochodzacych ze
szpiku (CD11b*CD45"¥) w mdzgach myszy z guzem (Rycina 18B).
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Rycina 18. Charakterystyka mikrosrodowiska glejakéw po podawaniu RGD i/lub przeciwciala anty-
PD-1.

(A) Schemat do$wiadczenia. Myszom wszczepiono komorki glejaka GL261 tdT*luc*, a nastgpnie
podawano wode (kontrola) lub peptyd RGD przez pompy osmotyczne i przeciwciato anty-PD-1 (10 mg/kg)
lub kontrole izotypowa IgG dootrzewnowo w 8, 10, 12 i 14 dniu od implantacji. W 28 dniu po implantacji
zwierzeta poddano perfuzji PBS-em, mozgi poddano dysocjacji i przeprowadzono immunofenotypowanie
w celu oceny komorek linii mieloidalnej i limfoidalnej metoda cytometrii przeplywowej. (B) Odsetek
populacji komérek mieloidalnych w mézgu: mikrogleju (CD11b*CD45M) i naciekajacych komoérek linii
mieloidalnej pochodzacych ze szpiku (CD11b*CD45Msk),

Tym niemniej, wizualizacje t-SNE danych cytometrycznych i dalsze bardzej
szczegdtowe analizy z wykorzystaniem dodatkowych markerow powierzchniowych
odzwierciedlity wyrazne zmiany proporcji populacji i fenotypu komorek uktadu
odporno$ciowego w guzie po podawaniu immunomodulatorow (Rycina 19A). Co
ciekawe, w populacji CD11b*CD45"°ki stwierdzono znaczny wzrost liczby monocytow
(Ly6C"sokiF4/80Mskh) (Rycina 19B). Komorkii linii mieloidalnej pochodzace z obwodu
W znacznym stopniu przyczyniajg si¢ do tworzenia immunosupresyjnego
mikro$rodowiska w GBM. Dlatego oceniono, czy poziomy markerow zwigzanych z

fenotypem wspierajacym nowotwor, takich jak Argl i PD-L1 (Pyonteck i wsp., 2013)
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ulegly zmianie w monocytach i makrofagach izolowanych z guzéw myszy po podawaniu
immunomodulatoréw. Analiza wykazata, ze podawanie anty-PD-1 Ab doprowadzito do
zwigkszenia poziomow Argl i PD-L1 w obu populacjach komorek linii mieloidalnej,
podczas gdy podawanie RGD+anty-PD1 Ab spowodowalo obnizenie poziomu Argl i
PD-L1 zarébwno w monocytach (Ly6C"°KiF4/80"sk)), jak i makrofagach
(Ly6C"sKiF4/80"¥<°K1) (Rycina 19C).
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Rycina 19. Charakterystyka komdrek linii mieloidalnej w glejaka po podawaniu RGD, anty-PD1 Ab
lub RGD+anty-PD-1.

(A) Analiza i grupowanie t-SNE komérek CD11b* CD45+z mozgdw myszy bez guza, z guzem po podaniu
wody (Kontrola) lub po podaniu immunomudulatoréw. Mikroglej i naciekajace komorki linii mieloidalnej
ze szpiku oddzielono za pomocg bramkowania w oparciu o poziom CD45. Wykresy gestosci (gorny panel)
przedstawiajg skupiska komorek o duzej gesto$ci na czerwono i obszary o matej gegstosci na niebiesko.
Wykresy mapy cieplnej (Srodkowy panel) odzwierciedlajg poziomy markeréw funkcjonalnych w skali od
niebieskiego do czerwonego. (B) Odsetek monocytow (CD11b*CD45"WYsoKLy6CWysokiF4/gQnisk)
wyizolowanychzm6zgéwmyszy z nowotworem we  wszystkich  grupach  do$wiadczalnych.
(C) Mapy ciepta pokazuja poziom Argl i PD-L1 (w postaci éredniej intensywnosci fluorescencji, gMFI)
w monocytach (CD11b*CD45"ysokiLye CWysokiF4/g8QniskT) i makrofagach
(CD11b*CD45WKCD11b*Ly6CsKiF4/80"°K) zwigzanych z glejakiem; N=4-14

Dodatkowo zaobserwowano zwigkszony poziom czgsteczek gtownego kompleksu
zgodnosci tkankowej (MHC)-11 na powierzchni mikrogleju, makrofagéw i subpopulacji

komorek dendrytycznych (DC) izolowanych z guzéw po 28 dniach podawania
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RGD+anty-PD-1 w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Rycina 20). Poziom MHC-II
odzwierciedla zdolno$¢ prezentacji antygendw i aktywacji limfocytéow T CD8".
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Rycina 20. Poziom czasteczek MHC-II na powierzchni wybranych komdrek linii mieloidalnej
izolowanych z guzéw.

Poziomy czgsteczek MHC-II (w postaci sredniej intensywno$ci fluorescencji, gMFI) w mikrogleju
(CD11b*CD45"sk),  makrofagach (CD11b*CD45Wsoki|yeCriskiF4/g0™ysek),  klasycznych komdrkach
dendrytycznych (cDC; CD11b"CD45"¥*°*KiCD11c*) i innych subpopulacjach DC (rézne DC; CD11b*
CD45"WKiCD11c*) okreslono za pomocg cytometrii przeptywowej. Komoérki izolowano z potkuli z guzem
w dniu 28 po implantacji komoérek glejaka, z myszy z réznych grup do§wiadczalnych. Histogram po prawej
stronie przedstawia rozklad poziomu MHC-II w komodrkach linii mieloidalnej dla reprezentatywnych
zwierzat z kazdej grupy.

U tych samych zwierzat, zgodnie ze schematem do$wiadczenia przedstawionym
na Rycinie 18A, w dniu 28 po implantacji komorek glejaka zbadano takze wpltyw RGD,
anty-PD-1 Ab lub RGD z anty-PD-1 Ab na komorki linii limfoidalnej w mikrosrodowisku
nowotworu. Wizualizacje t-SNE wicloparametrowej analizy cytometrii przeplywowe;j
panelu limfoidalnego pokazaty zmiany ilosciowe w populacji limfocytow (Rycina 21A i
B). Zaobserwowano zwigkszony odsetek komorek T CD8" u myszy otrzymujgcych sam
RGD lub anty-PD-1 Ab i znacznie podwyzszony odsetek tych komorek po podawaniu
RGD z anty-PD-1 Ab (Rycina 21C). Cechg $rodowiska immunosupresyjnego w
nowotworach jest rowniez naptyw limfocytow T regulatorowych oraz indukcja ekspres;ji
specyficznego dla Tregs czynnika transkrypcyjnego Foxp3 (Wang i wsp., 2024). Po
zastosowaniu kombinacji RGD+anty-PD-1 Ab dochodzito do znacznego spadku
liczebnosci populacji CD4*Foxp3*CD25"°K (Rycina 21D). Stosunek odsetka
limfocytow T CD8'/Treg, ktory jest czynnikiem predykcyjnym odpowiedzi na
immunoterapie w mysich modelach nowotworéw, wzrost po podawaniu RGD+anty-PD-
1 Ab (Rycina 21E). Co wiecej, stosunek odsetka limfocytow T CD8" do odsetka komérek
CD11b* byt znaczaco zwigkszony u zwierzat z grupy RGD-+anty-PD-1 Ab z powodu
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zwigkszonej akumulacji limfocytow T, co wskazuje na skuteczne przeprogramowanie
mikrosrodowiska glejaka (Rycina 21G). Biorac pod uwage wieloaspektowg role
limfocytéw T CD4" w odpowiedzi przeciwnowotworowej, zbadano doktadniej fenotyp
komorek tej populacji po podawaniu RGD+anty-PD-1 Ab. Odsetek komorek PD-
1"CD4"Foxp3” wérdd limfocytow T znaczgco spadt u zwierzat z grupy RGD+anty-PD-1
Ab w poréwnaniu z grupa otrzymujacg tylko peptyd RGD (Rycina 21F). Zappasodis i
wspOlautorzy wykazali, ze komorki PD-1*CD4*Foxp3™ przyczyniajg sie do oporno$ci
nowotworu na immunoterapi¢, poniewaz gromadza si¢ wewnatrz guza oraz ograniczajg

dziatanie komoérek T efektorowych (Zappasodi i wsp., 2018).
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Rycina 21. Charakterystyka komdrek linii limfoidalnej w glejakach u myszy po podawaniu
immunodulatorow.

(A) Analiza i grupowanie t-SNE komorek CD45*CD11b" z mézgéw myszy z guzem z réznych grup
doswiadczalnych (Kontrola oznacza podawanie wody zamiast RGD i kontroli izotypowej 1gG dla
przeciwciata anty-PD-1). Gléwne populacje limfocytow rozdzielono za pomoca bramkowania (pierwszy
wykres od lewej) na podstawie obecnosci CD4, CDS8 oraz FoxP3. Wykresy gestosci przedstawiaja skupiska
komorek o duzej gestosci na czerwono i obszary o matej gegstosci na niebiesko. (B) Mapy ciepta pokazuja
poziomy markerow komérek i markeréw funkcjonalnych w skali od niebieskiej do czerwonej (niski-
wysoki). (C) Odsetek CD8* (CD8*CD4Y), (D) Treg (CD4*Foxp3+*CD25"¥<) (E) stosunek odsetkow
komorek CD8*/Treg, (F) odsetek komérek T PD-1*CD4*Foxp3™ i (G) stosunek odsetkow CD8*/CD11b*
wérod komorek izolowanych z mdzgdéw myszy z nowotworem we wszystkich grupach do$wiadczalnych.
N=4-14. Dane we wszystkich panelach ilosciowych przedstawiajg indywidualne wartos$ci dla kazdje myszy
oraz $rednig = SD *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; Analiza statystyczna za pomoca testu Manna-
Whitneya lub jednoczynnikowej analizy ANOV A, a nastepnie testu wielokrotnych porownan Tukeya.
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Poniewaz znaczgcy wzrost odsetka limfocytéw T CD8" obserwowano jedynie
wsrod komorek izolowanych z mozgéw myszy otrzymujgcych RGD+anty-PD-1 Ab,
scharakteryzowano te komorki doktadniej jedynie w tej grupie myszy w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Zbadano ekspresj¢ Ki67 — jadrowego markera proliferujacych
komorek, w réznych populacjach limfocytow T CDS8*. Na podstawie obecnosci
powierzchniowych markeréw CD44 i CD62L wérod komorek T CD8* mozna wyr6znié:
efektorowe komorki T pamieci (CD447CD62L°), centralne komorki T pamieci (CM,
CD44*CD62L*) oraz limfocyty T naiwne (lub dziewicze, CD44CD62LY).
Zaobserwowano, ze podawanie RGD+anty-PD-1 Ab prowadzilo do podwyzszenia
poziomu Ki67 wsrod komorek efektorowych Tem naciekajacych glejaka, komorek
pamieci Tem oraz naiwnych limfocytow T CD8*. Wskazuje to na zwiekszong proliferacje
tych populacji komoérek in vivo, przy czym statystycznie istotny wzrost w poréwnaniu z
kontrolg wykazano jedynie dla ostatniej populacji komoérek. Na mapie ciepta pokazano
$rednie czestosci wystepowania komoérek Ki67* w roznych populacjach limfocytow T
CD8* po podaniu RGD+anty-PD-1 Ab (Rycina 22A). Dodatkowym sposobem
sprawdzenia, czy w wyniku podawania myszom RGD+anty-PD-1 Ab zostaja
przywrdcone funkcje efektorowe komérek T CD8" naciekajacych glejaka, bylo
oznaczenie wytwarzania IFNy przez limfocyty T stymulowane ex vivo. Po
rozdysocjowaniu tkanki mézgu do zawiesiny pojedynczych komorek, zawieszono je w
pozywce hodowlanej 1 inkubowano przez 4 h z koktajlem stymulujagcym zawierajacym
PMA 1 jonomycyne, w obecnos$ci inhibitorow transportu biatek: monenzyny 1 brefeldyny
A. Nastgpnie wyznakowano komoérki za pomocg przeciwcial przeciwko gldéwnym
markerom powierzchniowym i przeprowadzono analiz¢ metoda cytometrii
przeptywowej. Podawanie RGD+anty-PD-1 Ab znaczaco zwickszyto zdolnosé
wytwarzania IFNy przez limfocyty T CD3" i, co wazne, rowniez przez efektorowe
komorki T CD8" (Rycina 22B). Wyniki te wskazuja na przeprogramowanie

mikro$rodowiska nowotworu w dniu 28 po podawnaiu RGD+anty-PD-1 Ab
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Rycina 22. Poziom Ki67 oraz IFNy w limfocytach CD8"*.

(A) Mapa ciepta pokazuje $redni odsetek komorek Ki67* wsrod limfocytow T CD8* efektorowych
(CD44*CD62L"), pamigci centralnej (CM; CD44*CD62L*) i naiwnych (CD44°CD62L") izolowanych z
mozgow myszy z guzem z grupy kontrolnej (woda+IgG) oraz myszy otrzymujacych RGD-+anty-PD-1 Ab.
(B) Wytwarzanie IFNy przez komorki T naciekajace glejaka (CD3") i efektorowe komoérki T CD8*
wyizolowane z mozgow myszy otrzymujacych RGD+anty-PD-1 Ab oraz kontrolnych w dniu 28 po
implantacji komérek glejaka, stymulowane ex vivo 50 ng/ml PMA + 1 pug/ml jonomycyny w obecnosci
inhibitoréw transportu biatek przez 4 h, n=6. Wykres przedstawia indywidualne warto$ci dla kazdej myszy
oraz warto$¢ srednig + SD dla grupy doswiadczalnej. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; Analiza
statystyczna za pomocg testu Manna-Whitneya.

7.2.9. Wplyw peptydu RGD w polaczeniu z przeciwcialem anty-PD-1 na profil
transkryptomiczny komérek CD11b*

Aby zidentyfikowaé czynniki molekularne zaangazowane w modulacje reakcji
komorek mieloidalnych gromadzacych si¢ w nowotworze w odpowiedzi na podawanie
immunomodulatoréw poréwnano profile transkryptomiczne komérek CD11b*
wyizolowanych (w 28 dniu po implantacji komorek glejaka) z potkul mézgdéw myszy
kontrolnych (myszy z guzem, ktore otrzymywaty wode oraz przeciwcialo izotypowe IgQ)
oraz myszy, ktorym podawano peptyd RGD lub/i przeciwcialo anty-PD-1. Diagramy
Venna pokazuja liczbe genéw o zréznicowanej ekspresji w grupach RGD, anty-PD-1 i
kombinacji RGD+anty-PD-1 Ab w poréwnaniu z kontrolg. Przedstawiono oddzielnie
diagramy dla gendéw o obnizonej oraz podwyzszonej ekspresji (Rycina 23). Wsrod
badanych grup doswiadczalnych najwiekszy wplyw na profil ekspresji genow w
komorkach CD11b* miato jednoczesne podanie peptydu RGD i przeciwciata anty-PD-1.
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Geny o obnizonej ekspresji Geny o podwyzszonej ekspresji

anty-PD-1

RGD+a nty-PD-1

Rycina 23. Profile transkryptomiczny komérek CD11b* u myszy z glejakiem w roznych grupach
doswiadczalnych.

Profilowanie ekspresji gendbw w komérkach CD11b* wysortowanych z potkul mézgu myszy w 28 dniu po
implantacji komérek glejaka przeprowadzono wykorzystujac metode sekwencjonowania RNA. Diagram
Venna przedstawia liczbe genéw o zmienionej ekspresji w komorkach CD11b* z grupy zwierzat
otrzymujacych RGD, anty-PD-1 Ab oraz RGD+anty-PD-1 Ab w poréwnaniu z grupa kontrolng (zwierzgta
z guzem, otrzymujace wode+IgG), oddzielnie dla genéw o obnizonej oraz podwyzszonej ekspres;ji.

RGD anty-PD-1 RGD

RGD+anty-PD-1

Analiza wzbogacen z wykorzystaniem definicji Gene Ontology (GO) w zbiorze
gendw o podwyzszonej ekspresji w grupie RGD+anty-PD-1 Ab wykazata aktywacje
szlakéw sygnalowych zwigzanych z odpowiedzig zapalng 1 przeciwnowotworows.
Wsrod nich wyr6zniono migdzy innymi takie szlaki jak: odpowiedz na interferon gamma,
aktywacja limfocytow T, szlak sygnalizacyjny z udziatem cytokin, przetwarzanie i
prezentacja antygenu. Geny o obnizonej ekspresji zwigzane byty glownie z procesami
translacji i podziatami komorek (Rycina 24A,B). Wsrod gendow o obnizonej ekspresji
zidentyfikowano gen Gpnmb, kodujacy transbtonowa glikoproteing B (GPNMB),
ulegajacy podwyzsoznej ekspresji w GAMs u ludzi oraz u myszy i powigzany ze zlym
rokowaniem u pacjenta (Szulzewsky i wsp., 2015; Walentynowicz i wsp., 2018).
Makrofagi o wysokiej ekspresji GPNMB zaburzaty aktywacje limfocytow T przez
komorki dendrytyczne (Xiong i wsp., 2022). Zaobserwowano takze obnizenie poziomu
gendw zaangazowanych w mitochondrialny transport elektrondw 1 fosforylacje
oksydacyjna, co wskazuje na zmian¢ metaboliczng typowa dla prozapalnych komoérek

mieloidalnych.
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Rycina 24. Profile transkryptomiczny komdérek CD11b* od myszy leczonych RGD+anty-PD-1.
(A) Analiza wzbogacenia funkcjonalnego w procesy biologiczne wg. Gene Ontology (GO) dla genéw o
podwyzszonej oraz obnizonej ekspresji w CD11b* w grupach RGD, anty-PD-1 i RGD+anty-PD-1 w
poréwnaniu z kontrola. (B) Graficzne przedstawienie zbiorow genow o zrdznicowanej ekspresji w grupie
RGD+anty-PD-1 w poréwnaniu z grupg kontrolna, reprezentujacych wybrane procesy biologiczne. Kropki
reprezentuja geny, linie przynalezno$¢ do danej grupy. Oznaczono 40 genow o najwyzszej krotnosci
zmiany i najnizszej wartosci p.; t cell activation = aktywacja limfocytow T; cytokine mediated signaling
pathway = szlak sygnatowy zalezny od cytokin; response to interferon gamma = odpowiedz na interferon
gamma; adaptive immune response = odpowiedz odpornosciowa nabyta; leukocyte mediated immunity =
odpornosé¢ zalezna od leukocytow; NCRNA processing = przetwarzanie ncCRNA; ribosome biogenesis =
biogeneza rybosoméw; cytoplasmic translation = translacja cytoplazmatyczna; oxidative phosphorylation

= fosforylacja oksydacyjna.
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Profile transkryptomiczne w komérkach CD11b" z glejakéw po podawaniu anty-
PD-1 Ab oraz anty-PD-1 Ab w potaczeniu z RGD w duzym stopniu si¢ pokrywaty.
Jednakze zaobserwowano, iz ekspresja pewnej grupy gendw znaczaco wzrosta po
zastosowaniu RGD+anty-PD-1 Ab w poréwnaniu z anty-PD-1 Ab (Rycina 25). Wérod
gendw o podwyzszonej ekspresji w komoérkach CD11b" u myszy otrzymujacych
RGD+anty-PD-1 Ab zidentyfikowano m.in.: Ptgs2, Nos2, Assl, Il1b (geny kodujace
odpowiednio: cyklooksygenazg 2, syntaze tlenku azotu, syntetaze
argininobursztynianowg i interleukine 1B, czyli enzymy i czynniki zwigzane z fenotypem
prozapalnym makrofagow), Cxcl13 (gen kodujacy chemoatraktant limfocytow B), Ccrl2
(gen kodujacy Ccrl2, wystepujacy na makrofagach zwigzanych z nowotworem o
fenotypie immunostymulujacym 1 bedacy wskaznikiem skutecznej odpowiedzi
przeciwnowotworowej komorek T (Yin i in. 2021)) oraz Tnfrsf9 (kodujacy CD137, znany
takze jako 4-1BB, ktéry jest aktywujacym punktem kontrolnym uktadu
odpornos$ciowego). Czasteczka 4-1BB wzmacnia funkcj¢ cytotoksyczng limfocytow T
CD8" w skutek potgczenia ze swoim ligandem 4-1BBL znajdujgcym si¢ na makrofagach,
zwigkszajac dziatanie przeciwnowotworowe (Stoll i wsp., 2021). Geny o obnizonej
ekspresji w grupie RGD+anty-PD-1 w poréwnaniu z grupa anty-PD-1 obejmowaty znane
markery komorek linii mieloidalnej o fenotypie proinwazyjnym oraz supresory
prozapalnej polaryzacji makrofagdw, takie jak Chil3, Mrcl, Fkbp5, Ms4a7, Vcan, Ecml,
Ccl8 i Ocstamp. Wersikan (kodowany przez Vcan), ulegajacy ekspresji w komorkach
mieloidalnych, moze tworzy¢ mikrosrodowisko przeciwzapalne i immunosupresyjne.
Obserwowane zmiany transkryptomiczne w komérkach CD11b* zwigzanych z glejakiem
moga by¢ powodem wyzszej skutecznosci w ograniczaniu wzrostu glejakow u myszy w
przypadku podawania RGD+anty-PD-1 Ab w poréwnaniu z podawaniem samego anty-
PD-1 Ab.
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Rycina 25. Profile transkryptomiczne komoérek CD11b* izolowanych z mdzgéw myszy z glejakiem
po podawaniu RGD+anty-PD-1 Ab w pordwnaniu z anty-PD-1 Ab.

Mapy ciepta typu Z-score dla wybranych gendéw reprezentujg zmiane w ekspresji genow w komorkach
CD11b* ze zwierzat, ktorym podawano RGD+anty-PD-1 Ab w poréwnaniu z podawaniem anty-PD-1 Ab
(kazada kolumna reprezentuje ekspresj¢ wybranego genu w CD11b+ z pojedynczej myszy, n=3-4/grupe)
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8. DYSKUSJA

8.1. Modyfikacja immunosupresyjnego mikrosrodowiska zlosliwych glejakdw jako
strategia terapeutyczna.

W mikrosrodowisku glejaka zarowno komaérki nowotworowe, jak i zmienione
komorki mieloidalne nagromadzajace si¢ w guzie, produkuja szereg sygnatow
hamujacych funkcje limfocytow T efektorowych, co doprowadza do ucieczki howotworu
spod nadzoru uktadu odpornosciowego. Koncepcja immunoterapii z wykorzystaniem
przeciwciat przeciw immunologicznym punktom kontrolnym polega na zdolnos$ci tych
przeciwcial do odwrocenia anergii limfocytow T w $rodowisku guza. Limfocyty
otrzymuja woéwczas tylko sygnaty aktywujace i odzyskuja zdolno$¢ do zniszczenia
komorek nowotworowych. Strategia ta okazata si¢ niezwykle skuteczna w przypadku
niektorych typéw nowotwordw i zrewolucjonizowata dotychczasowe metody terapii (Liu
i wsp., 2024). Nadal jednak znaczny odsetek pacjentow onkologicznych (60-70%) nie
odpowiada na takie leczenie. Do tej pory zadne badanie kliniczne III fazy z
wykorzystaniem inhibitoréw immunologicznych punktow kontrolnych nie przyniosto
korzy$ci dla pacjentow z GBM (Bausart i wsp., 2022; Pearson i wsp.,2020).
Brak odpowiedzi na leczenie przypisuje si¢ immunosupresyjnemu mikrosrodowisku,
ktore podobnie jak w przypadku innych ,,zimnych” nowotwordéw charakteryzuje si¢
niedoborem cytotoksycznych limfocytow oraz przewaga komorek immunosupresyjnych
(Arlauckas i wsp., 2017; Kim i wsp., 2017).

Zrozumienie mechanizméw opornosci GBM na immunoterapie oraz poznanie
elementéw 1 mechanizméw dzialania immunosupresyjnego mikrosrodowiska otwiera
droge do nowych, bardziej skutecznych strategii terapeutycznych. kLaczenie
immunoterapii z dzialaniami nakierowanymi na przeprogramowanie TME staje si¢
obiecujagcym podejsciem, ktore sprawdza sie w przedklinicznych modelach glejakdw.
Zahamowanie wspotwystepujacych mechanizmoéw immunosupresji, zachodzacych w
glownej mierze z udzialem komodrek mieloidalnych, moze promowaé infiltracje i
aktywacje cytotoksycznych limfocytow T CD8", dziatajac synergistycznie z zastosowang
immunoterapig. Przyktadem moze by¢ blokowanie szlaku CSF-1/CSF-1R (Pyonteck i
wsp. 2013) lub interakcji chemokiny CCL2 z receptorem CCR2 (Flores-Toro i wsp.,
2020), waznych dla naptywu do guza komorek mieloidalnych. CSF-1 jest czynnikiem

niezbednym do funkcjonowania i dojrzewania komorek mieloidalnych. Podawanie
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inhibitora receptora CSF-1 (CSF-1R, np. PLX3397) zmniejsza liczb¢ makrofagow
zwigzanych z nowotworem i promuje odpowiedz przeciwnowotworowa. Mimo iz w
badaniach klinicznych u pacjentow z GBM inhibitor receptora CSF-1 pexidartinib
(PLX3397) podawany doustnie przechodzit przez barier¢ krew-moézg, nie wykazat on
wystarczajacej skutecznosci terapeutycznej (Yan i wsp., 2017). Badania przedkliniczne
sugeruja, ze PLX3397 moze przynies¢ korzysci kliniczne, gdy bedzie stosowany w
polaczeniu z immunoterapig z uzyciem inhibitoréw punktow kontrolnych (np.
przeciwciatem anty-PD-1). Przystal 1 wspotautorzy testowali uzycie przeciwciata anty-
CSFIR facznie z przeciwcialem anty-PD-1 w mysim modelu glejaka i zaobserwowali
zmniejszenie wielko$ci guza po zasrosowaniu kombinacji obu czynnikdw (Przystal i
wsp., 2021). Inni badacze wykazali, iz potaczenie blokady PD-1 i osi CCL2-CCR2
(receptora dla chemokiny CCL2) poprawito przezycie myszy z glejakiem i zmniejszyto
napltyw komoérek MDSC do guza. Ponadto u tych zwierzat obserwowano zwigkszong
infiltracj¢ limfocytow T (Flores-Toro i wsp., 2020).

Powzsze dane sugeruja, ze strategie ukierunkowane na komoérki mieloidalne moga
zwigksza¢ skuteczno$¢ przeciwnowotworowg inhibitoréw punktéw kontrolnych i sg w
pelni zbiezne z wynikami przedstawionymi w niniejszej pracy. Najczestszym wyborem
w probach klinicznych immunoterapii pacjentow z GBM jest celowanie w czasteczke
PD-1 lub jej ligandy, stad w zastosowanym modelu badawczym, testujacym wptyw
strategii modyfikujagcych mikrosrodowisko glejaka na efektywnos¢ immunoterapii,
wykorzystano przeciwciato anty-PD-1. Zastosowany syngeniczny model mysiego
glejaka, w ktérym komérki GL261 tdT™ luc* implantowano do pragzkowia mozgu myszy,
jest rutynowo wykorzystywany w badaniach immunoterapii w glejakach. Zwierz¢ta z
nowotworem otrzymywaly przeciwciato anty-PD-1 za pomoca iniekcji dootrzewnowych
w 8, 10, 12 oraz 14 dniu po implantacji komorek glejaka. Immunoterapi¢ taczono z
doustnym podawaniem inhibitora arginazy — enzymu, ktorego nadmierna aktywnos¢ w
komoérkach GAM w guzie ostabia funkcjonalnos¢ limfocytow T, lub z podawaniem
doguzowo peptydu RGD w celu zablokowania szlaku SPP1/integryny odpowiedzialnego

za przeprogramowanie GAMS.
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8.2. Przeciwnowotworowe dzialanie inhibitora arginazy w polaczeniu z
immunoterpia

ARG1 oraz ARG2 stanowig atrakcyjny cel terapeutyczny w leczeniu
onkologicznym, dlatego ze ich zablokowanie zwigksza skuteczno$¢ odpowiedzi
przeciwnowotworowej zainicjowanej przez komoérki ukladu odpornosciowego
(Steggerda i wsp., 2017). W niniejszej pracy zastosowano nowy inhibitor arginazy, OAT-
1746, zsyntetyzowany przez firm¢ Molecure S.A., ktéry w badaniach prowadzonych w
Pracowni Neurobiologii Molekularnej hamowat zalezng od mikrogeju inwazyjnosé¢
ludzkich i mysich komorek glejaka (Pilanc i wsp., 2021). Potwierdzeniem zasadnosci
podjecia proby modyfikacji mikrosrodowiska glejakow z uzyciem zwiazkéw celujacych
w arginaz¢ byla analiza publicznie dostegpnych danych 2z sekwencjonowania
pojedynczych komorek, ktora wykazata ekspresje obu izoform arginazy zaréwno w
komorkach nowotworowych, jak i GAMs, w probkach guzéw od pacjentow z GBM.
Co wiecej wyniki badan scRNAseq komoérek CDI11b* z mysich glejakéw GL261
pokazaty, ze ARGI, marker immunosupresyjnych komorek mieloidalnych, ulega
wysokiej ekspresji w GAMs, gldéwnie w makrofagach pochodzacych z naciekajacych z
obwodu monocytow, a w mniejszym stopniu w rezydentnym mikrogleju.
Dziatanie inhibitora arginazy in vivo oceniano w mysim modelu glejaka, opartym na
implantacji komérek GL261 tdT*luc™ do pragzkowia mozgu myszy C57BL/6J. Inhibitor
arginazy lub sol fizjologiczna, byly podawane dozotgdkowo, dwa razy dziennie,
poczawszy od pierwszego dnia po implantacji, natomiast przeciwciato anty-PD-1 byto
podawane dootrzewnono w 8, 10, 12 oraz 14 dniu po implantacji. Wykazano, iz OAT-
1746 znaczaco zwigkszal poziom L-argininy w mdzgu i osoczu myszy. Jest to o tyle
istotne, ze limfocyty cytotoksyczne wymagaja do proliferacji egzogennej argininy
(Lamas i wsp., 2012; Munder, 2006), a niski poziom argininy w 0soczu wigze si¢ z
immunosupresja u pacjentow z nowotworem (Zea i wsp., 2005).

Naturalnie wystepujace inhibitory arginazy obejmuja: kwas chlorogenowy (CA)
1 piceatannol (PIC). Lucas 1 wspotautorzy wykazali, iz PIC, poprzez Sciezki zwigzane z
p-STAT3, NF-xB, indukuje apoptoz¢ komorek nowotworowych i ogranicza wzrost i
przerzuty raka piersi (Lucas i wsp., 2018). Zwiazki te wykazuja jednak niski potencjat
hamowania arginazy oraz brak specyficznos$ci. Znanych jest ponadto szereg
syntetycznych inhibitorow arginaz, do ktérych nalezag m.in. N(w)-hydroksy-I-arginina
(NOHA) i jej analogi, takie jak S-(2-boronoetylo)-L-cysteina (BEC), kwas 2(S)-amino-
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6-boronoheksanowy (ABH), L-norwaling i CB-1158 (Niu i wsp., 2022). Inhibitor NOHA
wykazal dziatanie antyproliferacyjne w stosunku do réznych linii komorek
nowotworowych, takich jak np. komérki MDA-MB-468 raka piersi (Singh i wsp., 2000)
i komdrki CACO-2 raka jelita grubego (Buga i wsp., 1998). Jednakze Abdelkawy i
wspotautorzy wykazali, ze zwigzki BEC oraz ABH charakteryzuja si¢ niska
biodostepnoscia, a tylko 5% danego inhibitora byto wykrywane po pojedynczym podaniu
doustnym. Ponadto zwiazki z grupa glowng kwasu borowego wykazuja wysoka
toksyczno$¢ wobec zdrowych komorek (Abdelkawy i wsp., 2017). Obiecujagcym
inhibitorem ARG1 jest CB-1158, opracowany przez Calithera Biosciences. Steggerda i
wspolpracownicy wykazali, ze CB-1158 hamuje ARG, tworzac §rodowisko prozapalne,
co w konsekwencji prowadzi do zmniejszenia wielkosci guza. Inhibitor ten zostat
przetestowany in vivo w mysich modelach nowotworu ptuc, jelita grubego, czerniaka,
oraz sutka, jednak nie byt testowany w przedklinicznym modelu glejaka (Steggerda i
wsp., 2017). Obecnie trwajg badania kliniczne majace na celu oceng CB-1158 w
monoterapii oraz terapii skojarzonej z anty-PD-1 w leczeniu zaawansowanych guzéw
litych (NCT02903914, NCT03314935 i NCT03361228).

W niniejszej rozprawie przedstawiono wyniki wskazujace, ze podawnaie OAT-
1746 nie prowadzito do zmian wielkosci guzow. Jednakze wykonane Oznaczenia
aktywnosci  arginazy  wskazywaly ze podawanie OAT-1746  modyfikuje
mikro$rodowisko glejaka i potencjalnie czyni je bardziej permisywnym do infiltracji
limfocytow T. Bylo to silng przestanka, aby potaczy¢ OAT-1746 z anty-PD-1 Ab.
W glejaku GL261 podawanie anty-PD-1 Ab nie wptywato na wielko$¢ guza, chociaz
szczegOtowa analiza wykazata, ze w przypadku potowy zwierzat, Ktorym podawano anty-
PD-1, guzy byly mniejsze. Podawanie OAT-1746 z anty-PD-1 Ab spowodowalo znaczny
spadek wzrostu guza po 28 dniach od implantacji komorek glejaka.
Przeprowadzono analize¢ cytometryczng komorek odpornosciowych po dysocjacji
mozgow myszy oraz analize immunocytchemiczng wybranych markeréw komoérkowych.
Analiza skrawkdéw histologicznych wykazata, ze podawanie anty-PD1 Ab nie wplyneto
na akumulacje komorek Ibal®™ i Argl®™ w glejakach, natomiast komdrki CD8" byty
wyraznie zlokalizowane na marginesie guza. Ocena iloSciowa gestosci limfocytow T
wykazata zwigkszong liczbe komérek CD8" u myszy, w ktorych guzy byty mniejsze po
podawaniu anty-PD1 Ab. Han i wspotautorzy wykazali, iz wyzsza infiltracja limfocytow

T CD8" jest zwigzana z lepsza odpowiedzig na immunoterapi¢ u pacjentow (Han i wsp.,
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2016). Podanie OAT-1746 nie zmienito odsetka mikrogleju (CD11b*CD45"sK) j
monocytow/makrofagéw pochodzenia obwodowego (CD11b*CD45"k) w glejakach
GL261. Jednakze zaobserwowano nieznacznie zwiekszony odsetek limfocytéw T CD3*
po podawaniu OAT-1746 z anty-PD-1 Ab. Wyniki te wskazywaly na zmiany w
mikrosrodowisku nowotworu, ktére modulowaly progresje glejaka oraz wzmacnialy
odpowiedz na anty-PD-1 Ab.

Dalsze badania wykazaty, ze podawanie OAT-1746 znaczaco zmienito profil
transkryptomiczny komérek CD11b*, wysortowanych z potkul mézgdéw myszy. Analiza
wzbogacenia wsrdd genow o réznicowej ekspresji w pordéwnaniu z kontrola, z
wykorzystaniem anotacji genow do procesow wg. definicji Gene Ontology, ujawnita
wzrost ekspresji genéw zaangazowanych w procesy, takie jak transdukcja sygnatu
zalezna od GTPaz, r6znicowanie komorek mieloidalnych, sygnalizacja NF-xB oraz
regulacja odpowiedzi zapalnej. Wysoka ekspresja genow zwigzanych ze stanem
zapalnym, takich jak Gpr34 i Duoxal, wskazuje na przeprogramowanie GAMs w
kierunku fenotypu prozapalnego. GPR34 jest receptorem sprz¢zonym z biatkami Gi/o
(ang. Gi/o protein-coupled receptor 34), wigzacym lizofosfatydyloseryng i aktywowanym
w odpowiedzi na uszkodzenie tkanek. W mikrogleju GPR34 uczestniczy w fagocytozie
(Etani i wsp. 2024), a Duoxal (ang. Dual oxidase maturation factor 1) w stanie zapalnym
i produkcji cytokin (Morris i wsp., 2022). Ponadto analiza transkryptomiczna wykazata
zwigkszenie ekspresji  kilku genéw bioracych udziat w przeciwnowotworowe;j
odpowiedzi uktadu odpornosciowego, takich jak Nos2, Ifng, Tlr4 i CD86, po podawaniu
OAT-1746+anty-PD-1 Ab. Geny zwigzane z roznicowaniem 1 aktywnoscia
cytotoksyczna komorek NK ulegly znacznemu podwyzszeniu po podawaniu anty-PD-1
Ab i OAT-1746+anty-PD-1 Ab. Dodatkowo obnizenie poziomu gendéw kodujacych
biatka dziatajagce jako supresory odpowiedzi odpornosciowej: ApoE, CD69 (Mita i wsp.,
2018b) w grupach OAT-1746 i OAT-1746+anty-PD-1 wskazuje na przywrocenie funkcji
przeciwnowotworowych komérek CD11b*, co moze wyjasniaé obserwowang
skuteczno$¢ kombinacji w ograniczaniu wzrostu glejaka. Zatem wykazano, iz OAT-1746
wywotuje kompleksowe przeprogramowanie komérek CD11b™ w kierunku fenotypu
prozapalnego 1 sprzyja zmianom w mikrosrodowisku glejaka.

Badany inhibitor arginazy OAT-1746 nie wykazywat toksycznosci u zwierzat
doswiadczalnych po wielokrotnym podaniu doustnym, zarowno w modelu uzytym w

niniejszej pracy, jak 1 w innych modelach nowotworow, co podkresla bezpieczenstwo
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zwigzku w warunkach przedklinicznych (Czystowska-Kuzmicz i wsp., 2019).
Zastosowanie inhibitora arginazy jako monoterapii spowodowato zmiany w TME
nowotworu u myszy z glejakami, jednak nie bylo to wystarczajace do zahamowania
wzrostu guzow. W zwigzku z tym firma Molecure nie zdecydowata si¢ na wprowadzenie
tego zwiagzku do badan klinicznych dla pacjentow z glejakiem. Mozliwe, ze brak efektu
inhibitora na wielko$¢ guza byl spowodowany niewystarczajacg iloscia zwigzku
przenikajaca do moézgu. Rozwigzaniem tego problemu mogloby by¢ potencjalnie
bezposrednie podanie domdzgowe, co pozwolitoby oming¢ zarowno BBB, jaki i inne
bariery i czynniki w organizmie, ktére wptywaja na biodostepnos¢ lekow podawanych
doustnie. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze opisany w niniejszej pracy inhibitor arginazy
znajduje si¢ aktualnie w I fazie badan klinicznych majacej na celu okreslenie jego
potencjatu przeciwnowotworowego u pacjentow z wybranymi zaawansowanymi
I przerzutowymi guzami litymi, w tym rakiem jelita grubego, rakiem jajnika, rakiem
trzustki i rakiem nerki (NCT05759923). Synergistyczne dziatanie inhibitora arginazy i
immunoterapii z uzyciem przeciwciata anty-PD-1, wykazane w niniejszej pracy, stanowi
ponadto przestanke do przysztych strategii w leczeniu glejakow.

8.3. Uzycie peptydu blokujacego szlak SPP1/integryny do wzmocnienia efektu
immunoterapii z anty-PD-1 Ab

Kolejng strategiag terapeutyczng zaproponowang w niniejszej pracy doktorskiej w
celu poprawy efektywnosci przeciwciata anty-PD-1 bylo zablokowanie interakcji Sppl -
receptory integrynowe przy uzyciu peptydu RGD. W Pracowni Neurobiologii
Molekularnej wykazano, iz jednym z istotnych czynnikéw biorgcych udziat w interakcji
komorek glejaka z mikrosrodowiskiem guza jest Sppl. Stabilne wyciszenie ekspres;ji
genu Sppl w komorkach szczurzego glejaka znaczaco obnizato wzrost guzoéw, ponadto
blokowato gromadzenie w guzie ameboidalnych GAMs o fenotypie pronowotworowym
(Ellert-Miklaszewska i wsp., 2016b) i zwiekszato naptyw limfocytow T cytotoksycznych
bedacych Zrédlem interferonu y (praca doktorska dr Dominiki Pszczotkowskiej). W celu
zablokowania aktywnos$ci Sppl w mikrosrodowisku nowotworu oraz jej oddziatywania
na infiltrujace glejaki GAMs, zostat zaprojektowany peptyd (kompetycyjny inhibitor
integryn, zawierajagcy motyw RGD). Peptyd ten hamowat indukowang przez glejaka
pronowotworowg aktywacje, migracje i fagozytoze przez komorki mikrogleju in vitro

(Ellert-Miklaszewska i wsp., 2016b). Pomimo opisanego udzialu integryn w
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nowotworach, ich zaangazowanie w funkcjonalng regulacj¢ komoérek mieloidalnych
infiltrujacych guz nie zostato dostatecznie zbadane. GAMs sa gtownym skladnikiem
mikro§rodowiska glejaka i1 przyczyniaja si¢ do Wzrostu nowotworu oraz ostabiajg
odpowiedz przeciwnowotworowa (Hambardzumyan i wsp., 2016; Ochocka i wsp., 2021).
Dane przedkliniczne z modeli glejaka u gryzoni, wskazuja na istotno$¢ przekazywania
sygnatu przez integryny avB3/avp5 w rekrutacji (Zhou i wsp., 2015) oraz ksztattowaniu
fenotypu GAMs (Wei i wsp., 2018).

W niniejszej rozprawie wykazano, iz podawany do guza peptyd RGD zapobiega
przeprogramowaniu GAMs w immunosupresyjne komarki, wspierajace wzrost glejaka,
co nie wystarcza jednak do zahamowania wzrostu guza. Potagczenie RGD z anty-PD-1
znaczaco hamuje natomiast wzrost glejaka u myszy. Badania biodystrybucji peptydu ze
znacznikiem fluorescencyjnym FITC w mdzgu myszy z glejakiem pokazaty, ze peptyd
RGD rozprzestrzeniat si¢ w parenchymie mozgu, chociaz najwigkszy sygnat
zaobserwowano w poblizu kaniuli, ktéra doprowadzata peptyd do guza. Ponadto analiza
spektrometrii mas peptydu RGD inkubowanego w pompach osmotycznych nie wykazata
zadnych produktow degradacji ani spadku poziomu peptydu podczas inkubacji, co
potwierdza jego stabilno$¢ w roztworze wodnym. Pozytywne dane z biodystrybucji
peptydu oraz jego stabilnosci w pompie osmotycznej pozwolity na przeprowadzenie
badania in vivo w mysim modelu glejaka.

Peptyd RGD podawano do guza przy uzyciu pompy osmotycznej, ktorej kaniula
byta implantowana w to samo miejsce, co komorki glejaka. Peptyd oddziatywat na rozwdj
guza od momentu implantacji komorek mysiego glejaka GL261 tdT luc’.
Wyniki rezonansu magnetycznego wykazaty brak réznic w wielkos$ci guzow w
poréwnaniu z grupa kontrolna, ktora otrzymywata wode. Zwrocono natomiast uwage na
przyrost wagi myszy, ktory uznawany jest jako wskaznik dobrostanu zwierzat w
doswiadczalnych modelach nowotworu. Waga myszy, ktérym podawano peptyd RGD
znacznie wzrosta, podczas gdy zwierzeta, ktore otrzymywaty peptyd kontrolny (RAE)
lub wodeg, stracity na wadze w miar¢ uptywu czasu lub ich waga pozostala niezmieniona.

Aby zrozumie¢ pozytwny wptyw podawania peptydu RGD na mikrosrodowisko
glejaka zbadano transkryptom komoérek CD11b® oraz przeprowadzono analize
immunohistochemiczng skrawkow moézgow myszy z grup do$wiadczalnych. Dzigki
profilowaniu transkryptomu wykazano, ze podawanie RGD indukuje zmiane fenotypu

GAMs w mysim glejaku GL261. Ekspresja genow zwigzanych z feneotypem
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promujagcym wzrost nowotworu (takich jak Argl, Mrcl, 1118bp) ulegta obnizeniu,
podczas gdy geny zwigzane z chemotaksja limfocytoéw T, funkcja cytotoksyczng
komorek NK oraz produkcja prozapalnych cytokin wykazywaly podwyzszong ekspresje
w GAMs u myszy, ktérym podawano RGD. Zgodnie z danymi transkryptomicznymi, w
GAMs w guzach u myszy, ktérym podawano RGD, poziom Argl byt nizszy w
porownaniu z grupa kontrolng. Wynik ten potwiedzila analiza immunohistochemiczna
skrawkow mdézgéw z guzem, w ktdrej wykazano zmniejszony odsetek komérek lbal*™+
Argl* w grupie myszy otrzymujgcych RGD.

Arginaza metabolizuje L-argining, ktora jest aminokwasem niezbednym dla
prawidtowej proliferacji limfocytow T. Obserwowana zmiana fenotypu GAMs,
indukowana przez RGD, moze zatem rowniez przyczynia¢ si¢ do poprawy odpowiedzi
na inhibitory punktéw kontrolnych. Jak wykazatl Lee i wsp., blokada PD-1 wywotata
aktywacje limfocytow T, jednak nie byla w stanie przezwyciezy¢ supresyjnego dzialania
makrofagéw zwigzanych z guzem u pacjentéw ze wznowg GBM (Lee i wsp., 2021).
Podobny brak wptywu anty-PD-1 Ab na wielko$¢ glejaka potwierdzono w niniejszej
rozprawie. Jednkaze dzialanie peptydu RGD na tyle zmieniato mikrosrodowisko, ze
podawanie przeciwciata anty-PD-1 z RGD zmniejszato wielko$¢ guza w 28 dni po
implantacji komoérek glejaka. Podawanie przeciwciata anty-PD-1 samodzielnie, jak i w
potaczeniu z peptydem RGD, prowadzilo do obnizenia ekspresji markerow
proinwazyjnych (takich jak Gpnmb i Mrcl) oraz do zwigkszenia ekspresji genow
zwigzanych z prezentacja antygenow, szlakiem sygnalowym interferonu, wrodzong
odpowiedzig immunologiczng oraz wydzielaniem czynnikéw chemotaktycznych dla
limfocytow T. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz podawanie przeciwciata anty-PD-1 wywotuje
odpowiedZ zwigzang z mechanizmem sprzezenia zwrotnego (Niesel i wsp., 2021),
charakteryzujacg sie zwiekszong ekspresja ARG1 i PD-L1 na komorkach mieloidalnych
oraz utrzymujacym si¢ wysokim poziomem komorek Tregs, ktore przeciwdzialajg
reaktywacji komoérek T po immunoterapii. Wielu badaczy potwierdza, iz w celu
wytworzenia lokalnej odpowiedzi przeciwnowotworowej prowadzacej do zmniejszenia
wielkos$ci guza, niezbedne sa: przeprogramowane komorki mieloidalne o fenotypie
prozapalnym, efektorowe limfocyty T oraz zmniejszony odsetek komdrek Tregs
(Kamada i wsp., 2019; Onda i wsp., 2019). Co wiecej, ekspresja markeréw fenotypu
immunosupresyjnego, takich jak PD-L1, na makrofagach jest zwigzana z gorszym

rokowaniem i opornoscig na immunoterapi¢ u pacjentow z GBM (Aslan i wsp., 2020).
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Dlatego tez zmniejszenie ekspresji tych czasteczek immunosupresyjnych w GAMs w
grupie RGD+anty-PD-1 prawdopodobnie przyczynito si¢ do poprawy skutecznosci
immunoterapii.

Przeprogramowanie komoérek mieloidalnych zwigzanych z guzem i ograniczenie
ich aktywno$ci immunosupresyjnej w grupie myszy otrzymujacych RGD+anty-PD-1
byto zwigzane z poprawa nadzoru limfocytéw T w mikrosrodowisku guza, co objawiato
sie zwiekszonym odsetkiem i proliferacjg limfocytow CD8* w guzie, zmniejszong liczba
komorek Tregs o fenotypie immunosupresyjnym oraz wyzszym stosunkiem CD8*/Tregs.
Ponadto podawanie RGD+anty-PD-1 Ab pobudzito produkcje IFNy przez efektorowe
limfocyty CD8" infiltrujgce guz. Zgodnie z zaobserwowang wzmocniong odpowiedzig
przeciwnowotworowa, najwyzsze stezenie IFNy, granzymu B oraz TNFa wykryto w
srodowisku guzow u myszy w grupie RGD+anty-PD-1. Wykazano tez zwigkszony
naptyw limfocytow T, co mogto wynika¢ z podwyzszonych pozioméw cytokin: CCL3,
CCLS5 1 CXCL10. Przy czym, jednoczes$nie, podawanie RGD+anty-PD-1 Ab ostabito
mechanizmy hamujace prawidlowe dzialanie limfocytow T w mikro$rodowisku guza, co
skutkowalo zwigkszong proliferacja 1 aktywacja limfocytow T, niezbednymi do
skutecznej odpowiedzi przeciwnowotworowe;j.

Receptory integrynowe avp3 i avp5 majg podwyzszong ekspresje na komorkach
srédblonka, tworzacych nowe naczynia krwiono$ne w GBM. Inhibitory celujace w te
integryny, takie jak np. cykliczny peptyd Cilengitide, dzialaja jako czynniki
antyangiogenne (Katsamakas i wsp., 2017). W przeprowadzonych w niniejszej pracy
badaniach z udziatem peptydu RGD wykazano, iz dostarczanie peptydu bezposrednio do
guza prowadzito rowniez do poprawy struktury i gestosci naczyn krwionosnych (Ellert-
Miklaszewska A, Pilanc P i wsp., 2025). Wplyw peptydu na angiogeneze nie byt tematem
niniejszej rozprawy doktorskiej, dlatego tez analizy dotyczace integralnosci naczyn, nie
zostaly zawarte w wynikach rozprawy. Jednak nalezy podkresli¢, iz zwigkszona gestos¢
strukturalnie poprawionych naczyn krwiono$nych obserwowana po podawaniu RGD
mogta przyczyni¢ si¢ do wzmocnionej odpowiedzi na przeciwciato anty-PD-1 u myszy z
glejakiem. Wigze sie to z faktem, ze Szybko powstajgce naczynia krwionos$ne w guzie nie
funkcjonujg prawidlowo, prowadzac do powstania ognisk niedotlenienia oraz
uposledzajac transport limfocytow do guza, co z kolei skutkuje niedostateczng
odpowiedzig na immunoterapi¢. Do nadmiernej angiogenezy przyczyniaja si¢ zarowno

komorki nowotworowe, jak i GAMs, bedac zrodtem VEGF (z ang. vascular endothelial
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growth factor) i1 innych proangiogennych czasteczek sygnatowych. Koncepcja
normalizacji naczyn zaklada przywrocenie prawidlowego procesu wzmacniania i
dojrzewania naczyn. Normalizacja naczyn wywolana terapig antyangiogenng np. z
uzyciem przeciwciat anty-VEGF zwicksza infiltracje¢ limfocytoéw T, zmniejsza
niedotlenienie, a tym samym immunosupresj¢ w obrebie guzow (Ghosh i wsp., 2022).

Przyktadem blokowania interakcji integryn przy uzyciu peptydu jest wspomniany
powyzej cykliczny pentapeptyd zawierajagcy motyw RGD — Cilengitide. Jest to pierwszy
inhibitor integrynowej podjednostki av, ktory zostat wprowadzony do III fazy badan
klinicznych w leczeniu GBM jako $rodek anty-angiogenny (Weller i wsp., 2016).
Efektywnos$¢ Cilengitidu (przy jednoczesnej niskiej toksycznosci) obserwowano u
pacjentow z GBM w badaniach Klinicznych fazy I/lla, zarbwno po podaniu
samodzielnym, jak i w potaczeniu z radio- i chemioterapia (Kurozumi i wsp., 2012).
Te obiecujace obserwacje nie przetozyty sie jednak na wydluzenie czasu przezycia
pacjentéw w randomizowanych badaniach III fazy na duzej grupie pacjentow. Podobne
wyniki otrzymano po zastosowaniu Voloksimabu oraz MINTI1526A, przeciwciat
skierowanych przeciwko integrynom a5p1 (Weekes i wsp., 2018). Przypuszczalnie ich
niska skuteczno$¢ wynikala z krotkiego okresu poitrwania tych czasteczek oraz ich
szybkiego usuwania przez organizm pacjenta. Cho¢ bariera krew-m6zg w GBM ulega
rozszczelnieniu, to w dalszym ciggu moze stanowi¢ fizyczng barier¢ dla penetracji
czasteczek terapetycznych do uktadu nerwowego, co utrudniatoby osiaggniecie i
utrzymanie terapeutycznego stgzenia leku w guzie (Tucci i wsp., 2014). Brak istotnego
efektu terapeutycznego zmniejszyt atrakcyjnos¢ hamowania $ciezek sygnalowych
zaleznych od integryn jako celu terapeutycznego, jednak obiecujacy wydaje si¢ powrot
do tej koncepcji przy wykorzystaniu nanotechnologii. Zamknigcie cilengitidu w
nanokapsutkach ztozonych z heparyny i poloksameru powodowato bardziej wydajne
przekraczanie leku przez barier¢ krew-moézg 1 zwigkszong jego akumulacje w guzie w
szczurzym modelu glejaka (Zhao i wsp., 2016).

Cilengitid podawany byt jako lek antyangiogenny, brak jest zatem dostgpnych
danych dotyczacych jego wpltywu na naplyw 1 funkcje komorek ukladu
odpornosciowego. Trudno zatem odnie$¢ zgromadzone informacje do wynikow
niniejszej pracy. Jako potencjalng przyczyne niepowodzenia w terapii glejakéw podaje
si¢ brak odpowiedniej stratyfikacji pacjentow, ktora miata uwzglednia¢ poziom ekspresji

docelowych receptoréw integrynowych (Weller i wsp., 2016). Prezentowane w niniejszej
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pracy wyniki zachecaja do dalszych badan nad inhibicjg sygnalizacji integryn w ludzkich
GBMs i wskazuja na jej mozliwe zastosowanie kliniczne. Ponadto ponowne zbadanie
odpowiedzi pacjentdw na wczesniejsze terapie przeciw-integrynowe z perspektywy ich
wptywu na komorki mieloidalne moze rzuci¢ $wiatto na potencjalne korzys$ci ptynace z
potaczenia blokady integryn z immunoterapia.

8.4. Perspektywy, wyzwania i krytyczna ocena mozliwosci uzycia badanych strategii
terapeutycznych w praktyce klinicznej

Mimo iz kilka inhibitoréw immunologicznych punktéw kontrolnych wykazato
obiecujace wyniki w badaniach przedklinicznych na mysim modelu glejaka, ich
skuteczno$¢ w badaniach klinicznych byla niezadowalajaca. Sugeruje to, ze
wykorzystywane modele mysiego glejaka majg pewne ograniczenia. Niemniej jednak sg
one niezbedne do badania rozwoju glejaka 1 oceny skuteczno$ci terapii
eksperymentalnych. Modele oparte o wszczepianie komorek nowotworowych
zapewniaja przewidywalnos$¢ lokalizacji guza i tempa wzrostu, utatwiajac jednoczesnie
badanie interakcji miedzy glejakami a uktadem odpornosciowym (Haddad i wsp., 2021).
Guzy rozwijajace si¢ po implantacji komoérek GL261 maja wiele wspdlnych cech
histologicznych z ludzkim GBM, takich jak np.: wystgpowanie obszarow martwicy czy
neowaskularyzacja. Biorgc pod uwage tatwg i stabilng hodowle in vitro, komdrki glejaka
GL261 stanowig dogodny model do badania mechanizméw molekularnych
wplywajacych na progresj¢ GBM oraz badan nad nowymi strategiami leczenia pacjentow
z glejakiem (Abdelwahab i wsp., 2011). Nalezy jednak podkresli¢, iz znaczgca
immunogenno$¢ komorek GL261 nie pokrywa si¢ z cechami ludzkiego GBM, co moze
zwigksza¢ odsetek wynikow falszywie dodatnich w badaniach przedklinicznych
glejakow GL261 (Szatmari i wsp., 2006). W zwigzku z tym, przed wejsciem w fazg badan
klinicznych, konieczne byloby zweryfikowanie dziatania potencjalnej terapii w innych
modelach glejaka.

Warto wzig¢ pod uwage, ze dodatkowe korzysci terapeutyczne mogtaby przyniesé¢
optymalizacja momentu podania inhibitorow PD-1 z innymi immunomodulatorami.
Przeprowadzono badanie kliniczne pacjentéw z GBM, w ktérym wykazano, ze grupa
otrzymujgca pembrolizumab przed resekcjg chirurgiczng (ang. neoadjuvant), z
kontynuowang terapig po operacji (ang. andjuvant) miata znaczgco wydtuzony czas

przezycia w poréwnaniu do pacjentow, ktorzy otrzymywali przeciwcialo anty-PD-1
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wylacznie po operacji. Wyniki te wskazuja, ze przedoperacyjne podanie inhibitoréw PD-
1 wzmacnia odpowiedz i moze okazac¢ si¢ bardziej skutecznym podejsciem do leczenia
GBM (Cloughesy i wsp., 2019).

Uwzgledniajac przyczyny braku skutecznosci immunoterapii u pacjentow z GBM,
nalezy pamigta¢ o zjawisku pseudoprogresji, czyli sytuacji, w ktorej guzy w ocenie
obrazowej (np. MRI) wydaja si¢ by¢ wigksze po podaniu immunoterapii, niz przed
leczeniem. Taka sytuacja jest zwigzana z naptywem limfocytéw do tkanki guza i w wielu
przypadkach oznacza raczej pozytywne rokowanie. Zjawisko to wystepuje w terapii z
wykorzystaniem inhibitorbw immunologicznych  punktow  kontrolnych  oraz
z zastosowaniem wirusow onkolitycznych. W pierwszych latach rozwoju immunoterapii
pseudoprogresja byta jednak btednie interpretowana jako postep choroby, co czgsto
doprowadzato do zaprzestania leczenia (Nishino, 2016). Dopiero zmiana kryteriow
odpowiedzi i ustalenie nowej skali iRECIST (radiologiczne kryteria oceny odpowiedzi
na leczenie guzoéw) umozliwily lepsze monitorowanie postepu leczenia (Persigehl i wsp.,
2020). Nalezatoby pochyli¢ si¢ nad wynikami wcze$niejszych badan klinicznych, w
ktorych bledna interpretacja pseudoprogresji mogta spowodowaé wstrzymanie badania z
powodu braku efektu terapeutycznego. Tym niemniej, biorac pod uwage liczbe
przeprowadzonych dotychczas badan klinicznych z zastosowaniem przeciwciat
przeciwko immunologicznym punktom kontrolnym, mozemy wnioskowa¢, iz
zastosowanie pojedynczego immunomodulatora jest nieskuteczne w przypadku GBM, a
jedynie metody leczenia taczace inhibitory punktdw kontrolnych z innymi terapiami
modulujgcymi mikrosrodowisko maja szans¢ poprawic¢ uzyskiwane efekty terapeutyczne.
Zatem zasadne jest kontynuowanie badan stuzacych doktadnemu zbadaniu specyficznego
TME w glejakach, aby stworzy¢ terapi¢ skojarzona, ktéra moze pokona¢ mechanizm
opornosci 1 polepszy¢ wyniki terapeutyczne u pacjentow z GBM.

Cho¢ przedstawione w rozprawie wyniki wskazuja na nowe mozliwosci
terapeutyczne dla pacjentéw z GBM, nalezy podkresli¢ pewne ograniczenia naszych
badan. Zastosowany model mysiego glejaka (w obu przedstawionych strategiach
terapeutycznych), w ktorym zwierzgta otrzymuja badane czasteczki bezposrednio po
implantacji komorek nowotworowych, odzwierciedla sytuacj¢ kliniczng, w ktorej leki
podawane sg po resekcji bezposrednio do lozy pooperacyjnej, aby zapobiec wznowie.
Obecnie podaje si¢ w ten sposob chemioteraputyk karmustyne (tzw. Gliadel- 78

Carmustine wafers). Specjalny material nasgczony lekiem jest umieszczany w lozy
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pooperacyjnej i tam pozostawiany. Taki sposdb podania omija bariere krew-mozg.
Nawro6t choroby w przypadku glejakow jest niestety do§¢ powszechny i wysoki odsetek
pacjentow doswiadcza wznowy guza po poczatkowym leczeniu. Badania wskazuja, ze
okoto 90% pacjentéw z glejakiem bedzie miato nawrdt choroby w ciggu dwach lat od
wstepnej diagnozy. Wznowa jest spowodowana przede wszystkim intensywnym
rozwojem glejaka i jego zdolnos$cig do naciekania zdrowej tkanki mozgu. Jednym ze
znaczacych czynnikow przyczyniajacych si¢ do nawrotu guza jest obecnos¢ komoérek
nowotworowych, ktoére pozostaja w mozgu po niepeinej resekcji. Nawracajacy GBM
czesto jest trudniejszy w leczeniu w pordwnaniu z guzem pierwotnym (Djamel-Eddine i
wsp., 2019). Poszukiwanie nowych terapii lub przemyslane ich tgczenie to kluczowy krok
w celu poprawy jakos$ci zycia 0sob zmagajacych si¢ z glejakami.

Potencjalnym wyzwaniem strategii z uzyciem peptydu moze by¢ jego ograniczona
stabilno$¢ po podaniu systemowym. W badaniach klinicznych, mozna by jednak podawaé
peptyd do lozy pooperacyjnej, jak opisano powyzej, co jednoczesnie zapewnialoby
mozliwo$¢ uzyskania wysokiego miejscowego stezenia peptydu. Podczas podawania
peptydow obwodowo sag one szybko degradowane przez liczne proteazy wystepujace we
krwi (przy podaniach dozylnych) lub w ukladzie pokarmowym (przy podaniach
doustnych) lub sg w krotkim czasie po podaniu usuwane z organizmu przez watrobe i
nerki. W przestrzeniach migdzykomdrkowych w moézgu nie ma wielu proteaz, wigc
ryzyko, ze peptyd zostanie zdegradowany jest niewielkie. W badaniach opisanych w
niniejszej pracy peptyd RGD w roztworze wodnym byt stabilny przez min. 3 tygodnie,
czyli przez czas, w jakim peptyd podawany myszom znajdowal si¢ w pompie
osmotycznej. Opracowanie zmodyfikowanych peptydéw o wigkszej stabilnosci lub
uzycie metody dostarczania z wykorzystaniem infuzji do mdzgu wzmocnionej konwencja
(CED, ang. convention-enhanced delivery) moze przezwyci¢zy¢ tego rodzaju trudnosci
W przysztosci.

Warto podkresli¢, ze peptydy sa coraz szerzej wykorzystywane w praktyce
kliniczej. Pierwszymi peptydami stosowanymi terapeutycznie byly odpowiedniki
naturalnych ludzkich hormondw, takich jak insulina, oksytocyna, wasopresyna i hormon
uwalniajgcy gonadotropine (Craik i wsp., 2013). W ostatnich latach poczyniono ogromne
postepy w kierunku wykorzystania peptydow w leczeniu nowotwordw 1 chordb
metabolicznych. Obecnie peptydy o potencjalnym zastosowaniu w terapiach

przeciwnowotworowych majg na celu blokowanie specyficznych $ciezek sygnatowych
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(wewnatrzkomorkowych lub oddziatywan ligand-receptor blonowy na powierzchni
komorki), doprowadzenie bezposrednio do $mierci komoérek rakowych (np. poprzez
nakierowanie czynnikow toksycznych, uszkadzanie blony komorkowej), blokowanie
enzymow zewnatrzkomérkowych lub doprowadzenie do przeprogramowania uktadu
odpornosciowego pacjenta wzmagajac reakcje przeciwnowotworowa. Szczegoélnie
intensywnie rozwijane jest uzycie peptydéw jako czasteczek celujagcych w okreslone
komorki w diagnostyce nowotwordéw oraz jako narzedzia terapeutycznego (Bolhassani,
2011; Vives i wsp., 2008). Zostata stworzona baza danych TumorHoPe, ktora zawiera
informacje dotyczace sekwencji danego peptydu, docelowego nowotworu oraz techniki
identyfikacji peptydu (Kapoor i wsp., 2012). Peptyd CREKA, ktéry wigze si¢ z
kompleksem fibryna—fibronektyna (Hoffman i wsp., 2003) zostat uzyty jako peptyd
naprowadzajacy oraz no$nik do transportu czynnikéw cytotoksycznych. Ponadto LyP-1,
9-aminokwasowy peptyd, specyficznie wigzacy neuropiling, ktora ulega nadmiernej
ekspresjina powierzchni komoérek glejaka i srodblonka, zostal uzyty jako nosnik dla
paklitakselu i znaczaco poprawit jego skuteczno$¢ w leczeniu glejaka (Hu i wsp., 2013).
Takze peptydy z sekwencja RGD stosowano jako elementy koniugatow do selektywnego
dostarczania lekoéw przeciwnowotworowych (Chen i wsp., 2012). Zhan i wspotautorzy
zaprojektowali i przebadali peptyd z sekwencja RGD z paklitakselem (PTX). Podobne
badania z zastosowaniem metotreksatu lub doksorubicyny (DOX) wykazaty silng
skutecznos¢ przeciwnowotworowa (Belhadj i wsp., 2017). Podane powyzej przyktady
pokazuja praktyczne mozliwos$ci zastosowania peptydow pomimo obaw o ich stabilnos¢.
Daja wigc nadzieje na rozwdj lekéw peptydowych i by¢ moze zastosowanie naszej

nowatorskiej strategii w leczeniu glejakdw.

101



9. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie nowych strategii reaktywacji

przeciwnowotworowej odpowiedzi w mysim modelu GBM i uwrazliwienie guzow na

przeciwciato anty-PD-1. Wykorzystano dwa podejscia terapeutyczne: 1) blokowanie

aktywnoS$ci arginazy 1 za pomoca OAT-1746, oraz ii) zablokowanie pochodzacej z

glejaka Sppl za pomoca krotkiego peptydu RGD.

Wyniki uzyskane w badaniach przedstawionych w rozprawie pozwalaja na wysuni¢cie

nastgpujacych wnioskow:

1.

Podawanie OAT-1746 nie wptyngto na wielko$¢ guzow w poréwnaniu z grupg

kontrolna.

Profil transkryptomiczny komérek CD11b* izolowanych z guzow u zwierzat
otrzymujacych OAT-1746 wskazywal na zmniejszong ekspresj¢ genow

zaangazowanych we wspieranie nowotworu.

Inhibitor arginazy hamowal nabywanie immunosupresyjnego fenotypu przez
komorki mieloidalne w guzie, a w kombinacji z przeciwciatem anty-PD-1

redukowat wzrost glejaka u myszy.

Podawanie peptydu RGD nie wplywato na wielko$¢ guza, ale hamowato
nagromadzenie w mikrosrodowisku nowotworu mikrogleju/makrofagow o

proinwazyjnym fenotypie.

Zmiany transkryptomiczne wskazaty na przeprogramowanie komoérek CD11b*
zwigzanych z nowotworem po podaniu peptydu RGD oraz silng indukcje
odpowiedzi prozapalnej po podaniu anty-PD-1, zwlaszcza w kombinacji z

peptydem.

Kombinacja peptydu RGD oraz anty-PD-1 prowadzita do zwigckszonego naptywu
limfocytow T  cytotoksycznych, zmniejszenia  odsetka  limfocytow

regulatorowych oraz spowolnienia wzrostu guza.
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